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(HO•)  e  anião  sulfato  (SO4
•−),  gerados  por  via  química,  fotoquímica  ou  radiolítica,  leva  à 
formação de vários produtos finais estáveis identificados por HPLC, GC‐MS e RMN. 
Estudou‐se a  reparação das  formas de oxidação monoelectrónica de xantinas por 
outras  xantinas  observando  a  variação  da  concentração  de  misturas  binárias  destes 
compostos após reacção com o radical anião SO4
•− em função do tempo de reacção. Obteve‐
se  uma  escala  de  capacidade  antioxidante  relativa  destes  compostos  confirmada  por 
resultados  de  voltametria  cíclica  e  cálculos  DFT.  Em  meio  fisiológico,  a  1‐metilxantina 
revelou‐se como o antioxidante mais eficaz. 
A oxidação da teofilina pelo radical HO• a pH 7 conduz à formação de produtos de 
desmetilação,  em  particular  a  1‐metilxantina,  para  além  da  esperada  formação  de  ácido   
1,3‐dimetilúrico.  Possuindo  a  1‐metilxantina  um  carácter  mais  antioxidante  que  o  seu 
precursor,  a  reacção  de  desmetilação  pode  constituir  um primeiro  passo  de  uma  cascata 
antioxidante. 





•−  dá  origem  a  produtos  de  desmetilação  e,  em  maior  extensão,  a  um  produto  de 























The  repair  of  one‐electron  oxidised  forms  of  xanthines  by  other  xanthines  was 
studied by following the concentration changes in binary mixtures of these compounds upon 
reaction  with  SO4
•−  radical  anion  as  a  function  of  irradiation  time.  An  order  of  relative 
antioxidising  capacity was  obtained  for  these  compounds, which was  confirmed  by  cyclic 
voltammetry  results  and DFT  calculations  data.  In  physiological medium,  1‐methylxantine 
appeared to be the most effective antioxidant. 
The  oxidation  of  theophylline  by  HO•  radical  at  pH  7  leads  to  the  formation  of 
demethylation  products,  especially  1‐methylxanthine,  beyond  the  expected  formation  of 
1,3‐dimethyluric  acid.  Since 1‐methylxanthine  is  a  stronger  antioxidant  than  its precursor, 
the demethylation reaction may embody the first step of an antioxidising cascade. 
The  antioxidant  capacity  of  non‐steroidal  anti‐inflammatory  drugs  –  NSAIDs  –  
(pyrazolone derivatives of antipyrine) was evaluated by  identifying their oxidation products 






hydroxylation  products,  whether  on  the  benzene  ring  or  on  the  exocyclic  chain,  and 
decarboxylation  products.  These  latter  are  also  obtained  after  oxidation  of  the  same 
substrates by the SO4
•− radical anion. 
The  characterisation  of  radical  intermediates  was  performed  by  Electron  Spin 
Resonance (ESR) spectroscopy. Due to the short lifetime of these species, only the spectra of 
radical ions were obtained. 
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século  passado  o mais  estrito  âmbito  científico,  para  passar  a  fazer  parte  da  linguagem 
comum  do  consumidor.  O  forte  impacto  deste  termo  está  intimamente  ligado  à  sua 
qualificação generalizada como "protector", o que em muito contribui para a necessidade do 
cidadão  comum  em  certificar‐se  da  presença  de  um  "antioxidante"  quando  compra  uma 
bebida, prepara as suas férias na praia ou, numa perspectiva menos  imediata, se olha num 
espelho  e  se  lembra  que  a  sua  vida  não  é  eterna,  para  gáudio  da  indústria  alimentar, 
cosmética e afins. 




tipos  de  doenças  tenha  vindo  a  estabelecer‐se  há  milénios,  foi  sobretudo  na  segunda 
metade  do  século  XX  que  essa  correlação  se  fundamentou  em  bases  científicas.  Para  tal 
muito  contribuiu  a  descoberta  de  que  muitos  processos  patofisiológicos  estavam 
relacionados  com  reacções de oxidação de que  eram  alvo muitos  tipos de  compostos  de 
relevância biológica – em particular constituintes celulares –, a caracterização das espécies 









A extensa bibliografia  actualmente disponível  sobre o  assunto mostra que, numa 
fase  inicial,  foi dada maior atenção à extracção e purificação de antioxidantes a partir de 
fontes  naturais,  a  que  se  seguiu  a  tentativa  de  preparação  desses  compostos  por  via 
sintética ou a sua modificação química com vista ao melhoramento das suas propriedades 












"avaliação"  tem  constituído  a  base  dos  muitos  métodos  padrão  de  determinação  de 




Naturalmente,  os  numerosos  resultados  acumulados  ao  longo  de  décadas  de 
investigação, conduziram a um melhor conhecimento dos vários tipos de antioxidantes e sua 
eficácia na prevenção e/ou  inibição de situações de stress oxidativo. A própria definição de 
antioxidante  é  um  conceito  que  sofreu  alguma  evolução.  De  um  modo  geral,  um 
antioxidante  é  considerado  como  uma  substância  capaz  de  reagir  com  um  agente 




sobre  antioxidantes.  Contudo,  e mais  relevante  ainda  a  nível  biológico,  um  antioxidante 
pode  (e deverá numa situação extrema  ideal) ser  também um substância capaz de reduzir 
um composto de relevância biológica oxidado, voltando a reconstituir a molécula original – a 
que pode chamar‐se efeito reparador. 
De  entre  as  muitas  e  variadas  classes  de  antioxidantes  já  estudadas  e  que 
continuam a ser alvo dos actuais interesses de investigação, o presente trabalho é dedicado 
a três delas, como se explicita nos Capítulos seguintes.  
Ainda  que  o  objectivo  deste  trabalho  seja  o  estudo  de  antioxidantes,  não  teria 
muito  sentido efectuá‐lo nas perspectivas mais  "tradicionais"  acima  referidas. Apesar dos 





indicação  sobre  a  sua  capacidade  antioxidante  em  condições  de  stress  oxidativo.  Por 
exemplo, a capacidade antioxidante relativa de compostos obtida por estes métodos pode 
ser diferente quando se estuda o seu efeito protector sobre alvos biológicos na presença de 
uma  determinada  espécie  reactiva  de  oxigénio.  Nesta  situação,  esse  efeito  poderá  ser 
exercido não só pelos compostos de partida como também pelos seus produtos de oxidação. 
Deste modo, a abordagem centra‐se sobretudo nas reacções de oxidação dos antioxidantes, 
através da caracterização dos  intermediários  transientes envolvidos e da  identificação dos 
produtos finais estáveis, com vista à proposta dos respectivos mecanismos reaccionais. 
A dupla possibilidade de  actuação de um  antioxidante,  como  acima  referido, por 
efeito de captura e/ou por efeito reparador é também uma das preocupações do modo de 
abordagem  utilizado  neste  trabalho,  pelo  que  a  discussão  dos  resultados  obtidas  é  feita, 














O  estudo  dos  radicais  livres,  sua  formação,  propriedades  e  reactividade,  embora 
seja relevante nos mais variados domínios da Química, tem sido alvo de particular interesse 












aumento  intracelular  de  espécies  oxidantes  [15].  Sabe‐se,  no  entanto,  que  as  espécies 
oxidantes em concentrações moderadas podem ter um papel importante como mediadoras 
nos processos de  sinalização da  regulação  intracelular  [16]. O  stress oxidativo é assim um 
efeito  químico,  com  repercussões  biológicas,  provocado  por  espécies  oxidantes  do meio 
ambiente sobre os tecidos vivos [17].  
Os principais alvos biológicos do stress oxidativo são os enzimas responsáveis pelo 
transporte  transmembranal na membrana celular  (inactivação)  [18], as proteínas  [19‐21] e 
os  lípidos  [22]  do  citoplasma  (peroxidação),  e, maioritariamente,  o  ADN  do  núcleo  das 
células eucarióticas e seus constituintes (mutagénese) [23‐25]. 
As condições que podem  levar a um processo de stress oxidativo são de natureza 
radiativa  ou  química. No  primeiro  caso  destacam‐se  as  radiações  ionizantes  (raios  gama, 
raios  X  ou  electrões  acelerados)  que  produzem  danos  biológicos  por  efeito  directo 
(ionização, responsável por 30 a 40% das lesões celulares) e, sobretudo, por efeito indirecto 
(geração  de  radicais  livres  por  radiólise  da  água,  responsável  por  60  a  70%  das  lesões 
celulares)  [26,  27].  São  também  fontes  de  stress  oxidativo  a  radiação UV  e  os  ultrassons 
(sonoterapia). De  natureza  química  referem‐se  agentes  exógenos  tais  como  poluentes  da 

















O  oxigénio molecular  (ou  dioxigénio, O2)  possui  no  seu  estado  fundamental  dois 
electrões  de  spin  paralelos  (estado  tripleto,  3Σg
−),  cada  um  localizado  numa  orbital  π* 
antiligante. Um  consequência  importante  desta  distribuição  electrónica  é  o  facto  de  não 













de  cada  vez,  pelo  que  reage  principalmente  com metais  de  transição  ou  com  espécies 
radicalares, reduzindo‐se.  
Mais  de  90%  do  O2  consumido  pelo  corpo  humano  é  utilizado  pelo  citocromo 
oxigenase mitocondrial como aceitador final de electrões no processo de respiração celular. 

























desidrogenase  em  xantina  oxidase  em  condições  de  inflamação  (hipóxia;  aumento  da 
concentração  de  xantina/hipoxantina),  onde  o  H2O2  representa  cerca  de  95%  das  ROS 
formadas [41].  















Por outro  lado, os níveis de  ferro "livre" catalítico  (Fe2+)  in vivo  são normalmente 
insuficientes  dado  que  este  metal  se  encontra  quelatado  em  diversas  biomoléculas  (e, 
portanto, inacessível), tais como a hemoglobina (à qual está ligado cerca de 65% do ferro do 
organismo), a mioglobina, citocromos e diversos enzimas, e a proteínas de armazenamento 





No  entanto,  o  radical  anião  O2
•−  pode  reduzir  o  Fe3+  da  ferritina  [46]  e  oxidar 
enzimas com centros de [4Fe‐4S] [47], provocando a libertação de Fe2+ em ambos os casos, 
situações particularmente relevantes em condições de stress oxidativo. Além disso, a  lesão 







•− + Fe3+   Fe2+ + O2      (2.2) 
 







Esta  reacção é muito  lenta  (k = 0,5 M‐1s‐1,  [49]) e por si só não  tem expressão na 
produção de  radical HO•, mas  é  acelerada na presença de  iões metálicos,  assumindo um 
papel importante em condições de stress oxidativo [22]. 

















presentes  em  concentrações  baixas  ou moderadas,  como  por  exemplo  na  defesa  contra 
agentes  infecciosos  e  em  diversos  processos  de  sinalização  celular.  Contudo,  a  sua 
2. Introdução 
13 
sobreprodução em  condições de  stress oxidativo  conduz a danos estruturais nas  células e 
seus constituintes, incluindo lípidos e membranas, proteínas e ADN. Entre essas espécies, o 
radical HO•  é de particular  importância por  ser  extremamente  reactivo  (ver  2.3)  e pouco 








excitação  e  ionização  das moléculas  de  água  com  formação,  entre  outras,  das  espécies 
radicalares electrão solvatado, átomo de hidrogénio  (H•),  radical anião superóxido  (O2
•−) e 
radical hidroxilo (HO•), como se explica adiante com mais detalhe (ver 2.4.1). 
A maior  fonte  de  radiação  ionizante  provém  da  radiação  cósmica,  de  elementos 





A  radiação  ultravioleta  (UV)  de  comprimento  de  onda  inferior  a  185  nm  leva  à 
decomposição  da  água  por  cisões  homolíticas  e  ionizações  de  que  resultam  produtos 
comuns aos da radiólise, nomeadamente o radical HO•. O rendimento quântico deste radical 
aumenta  à medida  que  o  comprimento  de  onda  da  radiação  diminui  até  ser  unitário  a       
124 nm [54]. Contudo, contrariamente à radiólise, em que a penetração da radiação na água 
é uniforme numa escala  linear de alguns milímetros, a fotólise é mais  ineficiente devido ao 














da  sua  inalação pode  resultar  a oxidação de  ácidos  gordos  insaturados  com  formação de 
aldeídos e peróxido de hidrogénio, destruindo membranas celulares do sistema respiratório 









Estima‐se que o seu  tempo de meia vida  in vivo seja de aproximadamente 10‐9 s  [62, 63], 
embora os dados obtidos a esse respeito sejam poucos e ainda algo controversos.  
A ligação entre os átomos de hidrogénio e oxigénio tem um comprimento d(O‐H) de 





hidroxilo  em  solução  aquosa  é  fraca  no UV,  apresentando  o  seu  espectro  um máximo  a     
230  nm  com  ε  =  665 M‐1cm‐1  [66],  o  que  torna  difícil  a  sua  detecção  por  este método 
espectroscópico.  
O radical hidroxilo apresenta um forte carácter oxidante monoelectrónico, como se 
















célula  humana  pelo  radical  hidroxilo  e  outras  ROS  [72],  facto  que  justifica  os  inúmeros 
estudos sobre a reactividade deste radical com diversos compostos de  interesse biológico, 




ao  facto de  reagir  com a maior parte dos  compostos orgânicos a velocidades entre 108 e  
1010 M‐1s‐1 [73], próximas do limite de difusão na água. No caso do ADN, reage com todos os 
seus constituintes, provocando modificações nas bases purínicas e pirimidínicas assim como 








O  radical hidroxilo  reage praticamente no  local onde é  formado, pois em  solução 
aquosa difunde‐se no máximo para uma distância equivalente a cerca de cinco vezes o seu 
diâmetro [62]. Como se referiu atrás, para além da radiação  ionizante, a principal fonte de 
produção  de  radical  HO•  resulta  da  redução  de  H2O2  pelo  ião  ferroso  "livre".  Apesar  da 
aparente inacessibilidade do ADN, o facto do Fe2+ se ligar eficazmente a locais específicos da 
sua  cadeia  [76]  e  do H2O2  ser  uma  espécie  que  se  difunde  e  atravessa membranas  com 
relativa facilidade permite que haja formação de radical HO• junto dos constituintes do ADN.  
O radical hidroxilo reage por três tipos de mecanismos: adição a ligações duplas C=C 








dar‐se‐á  preferencialmente  nas  posições  orto  e  para  na  presença  de  substituintes 
electrodoadores, enquanto que se verifica uma apreciável adição na posição meta quando 

















Os  dois  aductos  radicalares  sofrem  transformações  unimoleculares  de  natureza 
diferente.  O  radical  Ado‐4‐OH•  desidrata  dando  origem  a  um  outro  radical  neutro, mais 











A  abstracção  de  um  átomo  de  hidrogénio  pelo  radical  hidroxilo  é  uma  reacção 
termodinamicamente  favorável,  se  se  comparar  a  energia  de  dissociação  HO‐H  da  água 























de  dissociação  da  ligação O‐H  é  superior  à  da  ligação  C‐H  (por  exemplo, D298(CH3O‐H)  =  
437,6  kJmol‐1  e    D298(H‐CH2OH)  =  402,1  kJmol
‐1  [83]).  Além  disso,  estes  convertem‐se 
rapidamente nos respectivos radicais α‐hidroxialquilo [86]. 
 
O  radical  hidroxilo  reage  com  catiões  metálicos  com  menor  potencial  redox 
levando‐os  a  estados  de  oxidação  mais  elevados.  No  entanto,  apesar  deste  elevado 








−)  com  rendimentos  de  63%  e  37%  respectivamente  (ao  referir‐se  a 
radicais  catião e neutro, não  se está a  considerar a  carga negativa do grupo  carboxilato). 
Relativamente  ao  radical  catião  formado,  não  é  claro  se  o  mecanismo  se  dá  por 




reacção  com  o  radical  hidroxilo  é  possível  por  um  mecanismo  de  adição  seguido  de 
eliminação de  ião hidróxido. Estudos efectuados por  radiólise pulsada  sobre a  reacção do 
radical hidroxilo  com  aminas  aromáticas permitiram observar  a  formação dos  respectivos 
radicais catiões através desse mecanismo [88, 89]. Aliás, este mecanismo, que corresponde 
formalmente  a  uma  oxidação monoelectrónica,  ocorre  com  frequência  em moléculas  de 


















A  radiação  ionizante  é  constituída  por  partículas  carregadas  de  alta  velocidade 
como  electrões,  protões,  deuterões  e  outras  partículas mais  pesadas,  partículas  neutras 
como neutrões, e  ainda por  radiação electromagnética de elevada  frequência  ‐  fotões de 
alta energia como os raios X e os raios gama (de energias superiores a cerca de 50 eV). 
Os  protões  e  outros  iões  pesados  transferem  energia  através  de  electrões 
secundários formados no meio absorvente, enquanto que os fotões de alta energia – raios X 
e  –  interactuam  com a matéria essencialmente através dos electrões  rápidos a que dão 
origem pelos efeitos  fotoeléctrico, de Compton e de  formação de pares. Para energias de 
fotões  compreendidas  entre  0,1  e  100  MeV  (caso  dos  fotões  de  60Co  –  1,25  MeV  – 
utilizados neste trabalho) predomina largamente o efeito de Compton [95], em que o fotão 
colide  com um electrão ao qual  cede parte da  sua energia, absorvendo este uma energia 
igual  à  sua  energia  de  ligação  e  sendo  ejectado  com  a  energia  cinética  residual.  Este 
processo  vai‐se  repetindo  até  à  perda  total  de  capacidade  de  ionização,  no  chamado 






resultante da  interacção dos electrões  formados ou absorvidos  com a matéria. A dose de 
radiação absorvida num meio material é sempre devida à desaceleração dos electrões nesse 
meio. Assim, do ponto de vista radiolítico, não há qualquer diferença essencial entre o efeito 
de  uma  irradiação  por  um  feixe  de  electrões,  por  outras  partículas  carregadas  ou  por 
radiação electromagnética de alta frequência. 
A água tem sido o solvente (meio material absorvente de energia) mais utilizado em 
Química  sob  Radiação,  quer  pela  larga  gama  de  possibilidades  de  estudar,  em  solução 
aquosa,  reacções  induzidas  por  radiação  ionizante  em  numerosos  solutos  orgânicos  e 
inorgânicos, quer pelo facto de ser o constituinte maioritário nos sistemas biológicos, onde 
os  compostos de  interesse biológico  se  comportam  como  solutos de uma  solução aquosa 
diluída. 
Um dos  aspectos mais  importantes da Química  sob Radiação em  solução  aquosa 











(2.12))  ou,  no  caso  da  transferência  de  energia  ser  inferior  ao  potencial  de  ionização  da 
molécula, na excitação desta (equação (2.13)). Embora a contribuição destes dois processos 












Na  etapa  de  pré‐difusão  as  espécies  H2O
•+  e  H2O*  transformam‐se  em  espécies 
energeticamente  mais  estáveis  (equações  (2.14)  e  (2.15))  sem  que  ocorram  contudo 
reacções,  quer  entre  si,  quer  com  outras  espécies  presentes  em  solução.  Os  electrões 
ejectados no processo de  ionização  inicial, e−, perdem sucessivamente a sua energia até se 
solvatarem,  eaq

















nas  zonas  de  heterogeneidade  onde  foram  produzidas,  primeiro  por  reacções  de 





conduzem  à  regeneração  da  água  na  forma  de  H2O  ou OH
−  e  à  formação  dos  produtos 
moleculares H2O2 e H2. 
 




O  resultado  final  das  três  etapas  anteriores  é  o  aparecimento  de  espécies 
radicalares  e  moleculares  (equação  (2.17))  distribuídas  de  forma  homogénea  no  meio 










solução,  conduzindo  aos  produtos  finais  de  radiólise. A  Tabela  2.2  quantifica  a  formação 
destas espécies por cada 100 eV de energia absorvida (rendimento radiolítico, G) [96, 97]. 
Pelos valores abaixo indicados pode concluir‐se facilmente que na radiólise da água 
se  formam  aproximadamente  iguais  quantidades  de  radicais  oxidantes  e  redutores, 
altamente  reactivos  com muitos  compostos orgânicos e  inorgânicos em  solução. Para  fins 























(equação  (2.18)) com um  rendimento  radiolítico global de 5,6  [98]. Dado que o átomo de 








consiste  em  adicionar  um  soluto  orgânico  como  um  álcool  para  captar  o  radical  HO• 
(equação (2.19)). 
 
 HO• + RH     R• + H2O    (2.19) 
 
O  radical  R•  obtido  por  abstracção  de  hidrogénio  de  um  álcool  é  um  radical 
fracamente  redutor, menos  reactivo  do  que  e−aq  e H
•,  podendo  assim  utilizar‐se  o  álcool 
como  soluto  em  soluções  em  que  se  pretende  estudar  as  reacções  com  as  espécies 















Finalmente,  as  reacções  exclusivamente  com  o  átomo  de  hidrogénio  podem  ser 





+     H• + H2O    (2.22) 
 
Para  além  das  espécies  primárias  existem  outras,  cuja  importância  no  caso  de 
radiações de baixo LET (como a radiação ) é muito reduzida. No entanto, em certos meios, 
formam‐se  espécies  secundárias  com  efeito  significativo.  É  o  caso  do  radical  anião 
superóxido  (O2
•−)  e  do  seu  ácido  conjugado  radical  hidroperoxilo  (HO2
•),  que  se  formam 
exclusivamente  em  soluções  aquosas  oxigenadas,  e  que  é  importante  ter  em  conta  na 
radiólise de sistemas biológicos. 
Os radicais superóxido e hidroperoxilo – par ácido‐base conjugada (equação (2.25)); 
pKa = 4,4  [91] –  formam‐se por  reacção das espécies  redutoras primárias  com o oxigénio 























Os  peróxidos  absorvem  na  gama  do  UV  e  decompõem‐se  rapidamente  após 
fotoexcitação, gerando dois radicais centrados em oxigénio. O radical hidroxilo forma‐se por 






































o  4‐SPyNO  é  fotolisado  muito  mais  eficazmente  permitindo  usá‐lo  em  mais  baixas 
concentrações. Nas mesmas condições fotolíticas é fotolisado quantitativamente, enquanto 






A  estabilidade  do  4‐SPyNO  a  valores  de  pH  elevados  permite  trabalhar  em meio 






Embora  as  soluções  aquosas  de  peróxido  de  hidrogénio  sejam  relativamente 
estáveis à temperatura e luz ambientes, na presença de catiões metálicos, em particular de 
metais  de  transição,  o  H2O2  decompõe‐se  observando‐se  a  formação  de  produtos  de 
oxidação  de  substratos  orgânicos  presentes.  Esta  observação  constitui  a  base  do método 






















































 2 Asc•− + H+   AscH− + DHA     k = 1,4105  M‐1s‐1  [117]  (2.35) 
 
Neste  sistema,  devem  utilizar‐se  concentrações  de  substrato  superiores  às  de 
FeIIEDTA e de ácido ascórbico uma vez que o radical hidroxilo reage muito rapidamente com 
estas espécies (equações (2.36) e (2.37)). Além disso, é conveniente que a concentração de 
ácido ascórbico  seja baixa para que actue como pró‐oxidante  (produção de  radical HO•) e 
não como antioxidante (redução do substrato oxidado). 
 
 HO• + FeIIEDTA   FeIIIEDTA + HO−      k = 5109  M‐1s‐1  [118]  (2.36) 
 HO• + Asc•−   DHA + HO−      k = 1,11010  M‐1s‐1  [117]  (2.37) 
 
A  utilização  do  sistema  de  Fenton  para  a  geração  de  radical  hidroxilo,  em 
comparação com métodos  fotolíticos,  tem a grande vantagem de poder ser empregue em 
misturas  reaccionais  de  substratos  fotodegradáveis.  No  entanto,  é  um  sistema  mais 
complexo, uma vez que alguns dos seus componentes podem  ter  interferência na reacção 
que se pretende estudar, nomeadamente ao reagirem com intermediários nela formados. 
Os métodos químicos e  fotolíticos, habitualmente designados em  conjunto  como 







A  detecção  directa  do  radical  hidroxilo  é  muito  difícil  devido  à  sua  elevada 
reactividade,  associada  a  um  tempo  de  vida  extremamente  curto,  o  que  leva  a 








que  por  reacção  com  o  radical HO•  dá  origem maioritariamente  aos  ácidos  2,3‐  e  2,5‐di‐
hidroxibenzóico;  o  ácido  tereftálico  [120],  cujo  único  produto  de  reacção  é  o  ácido 
hidroxitereftálico;  e  a  cumarina  [121],  cujos  produtos  são  facilmente  detectáveis  por 
espectroscopia de fluorescência. 
A detecção por espectroscopia de RPE também não é viável directamente devido às 
concentrações  extremamente  baixas  em  estado  estacionário.  No  entanto,  utilizando 
captores de  spin  como por exemplo DMPO  (N‐óxido de 5,5‐dimetil‐1‐pirrolina), é possível 






O  radical anião  sulfato  (SO4•−), apesar de não  ter qualquer  relevância biológica, é 
uma  espécie  radicalar  muito  útil  para  o  estudo  mecanístico  de  reacções  de  oxidação 
monoelectrónica,  pois mimetiza  o  efeito  directo  da  radiação  ionizante,  como  no  caso  da 
formação de radicais catiões de purinas e pirimidinas do ADN [122‐129]. Além disso, o seu 














anião  SO4•−  com  compostos  aromáticos  sejam  da  mesma  ordem  de  grandeza  das  das 




compostos derivados do benzeno  reflecte bem o  seu  carácter electrofílico mais  selectivo, 
comparado com o do radical HO• [135]. 
O radical anião SO4•− pode ainda reagir por abstracção de hidrogénio [139], embora 















um  rendimento  quântico  de  2  [145].  Dado  que  o  persulfato  possui  um  coeficiente  de 
absorção  muito  baixo  (ε(S2O8
2‐)254nm  ≈  50  M
‐1cm‐1,  [115]),  é  necessário  utilizá‐lo  em 
concentrações mais  elevadas  relativamente  a  outros  substratos  presentes  em  solução  de 
forma a que possa competir de modo eficiente com os fotões incidentes no meio aquoso.  
 
O  radical  anião  SO4•−  pode  igualmente  ser  gerado  por  radiólise  pela  adição  de 





 e−aq + S2O82−      SO4•− + SO42−    (2.39) 
 
Nessas  condições,  convém  evitar  a  reacção  directa  de  qualquer  das  espécies 
primárias  com o  soluto. Para  isso,  a  radiólise  efectua‐se em  solução  aquosa  saturada  em 
2. Introdução 
31 
















































No presente  trabalho utilizou‐se este  radical anião  como oxidante na  geração de 
radicais  catiões  de  xantinas  em misturas  aquosas  binárias  para  avaliar  a  sua  capacidade 





levou  a  que  tivessem  desenvolvido mecanismos  de  defesa  que  limitam  a  produção  das 
espécies  oxidantes  ou  que  reparam  as  lesões  por  estas  provocadas.  Nestes mecanismos 
participam  espécies  designadas  como  antioxidantes,  entendendo‐se  como  tal,  segundo  a 
definição  de  Halliwell  e  Gutteridge  [1],  "qualquer  substância  que,  quando  presente  em 




o  que  poderá  acontecer  por  destruição  do  seu  carácter  radicalar  (caso  dos  antioxidantes 
enzimáticos) ou por conversão numa outra espécie  radicalar menos oxidante do ponto de 
visto químico e menos  lesiva do ponto de vista biológico  (antioxidantes não enzimáticos), 
quer  como  captora do  radical oxidante primário quer  como  reparadora do  alvo biológico 
oxidado. De facto, a reacção de um radical com uma espécie não radicalar dá origem a uma 
nova espécie radicalar, resultando o efeito antioxidante da menor reactividade desta última. 





de  forma preventiva ao quelatar  iões metálicos, em particular de  ferro, diminuindo a  sua 
participação  catalítica  na  formação  de  radicais  [1].  No  entanto,  as  proteínas  com maior 






contra  o  stress  oxidativo  pela  conversão  do  radical  anião  superóxido  O2
•−  em  produtos 
menos tóxicos, nomeadamente H2O2 e O2 [40]. O peróxido de hidrogénio é eliminado sob a 






Os  antioxidantes  não  enzimáticos  são  moléculas  de  baixa  massa  molecular, 
maioritariamente de origem exógena, como por exemplo as vitaminas C (ácido ascórbico) e 
E  (α‐tocoferol),  os  carotenóides  e  os  polifenóis,  ou  biossintetizados  como  por  exemplo  o 
ácido  úrico,  o  ubiquinol‐10  e  o  glutationo  (Figura  2.2).  Os  antioxidantes  hidrossolúveis 
encontram‐se  no  citosol  e  nos  líquidos  extracelulares  e  os  lipossolúveis  nas membranas 
celulares e associados a lipoproteínas. 







redução.  Por  exemplo,  o  α‐tocoferol  pode  reparar  um  radical  peroxilo  (ROO•),  sendo  o 
radical  α‐tocoferilo  (α‐TO•)  resultante  reparado pelo ascorbato  (AscH−), havendo portanto 

































O  crescente  interesse  na  possível  acção  protectora  dos  antioxidantes  sobre 
processos  patofisiológicos  induzidos  por  espécies  oxidantes  levou  a  que  se  tivessem 
desenvolvido metodologias analíticas  in vitro, simples e expeditas, para a determinação da 
capacidade  antioxidante  de  compostos  puros  ou  de  matrizes  complexas,  tais  como 
alimentos e extractos vegetais. 
Estes métodos, muito diversos na sua natureza e modo de emprego, têm contudo 
em  comum  o  objectivo  de  avaliarem  a  capacidade  de  um  potencial  antioxidante  captar 
radicais  ou  outras  espécies  oxidantes  ou  monitorizar  o  resultado  de  um  sistema 
oxidante/alvo conhecido, na ausência e na presença do candidato a antioxidante. Em caso 
algum estes métodos  fornecem  informação  sobre a modificação química que o  composto 
em  estudo  sofre  ao  ser  oxidado.  Deste  modo,  o  estudo  dos  mecanismos  químicos  de 




O  teste  colorimétrico  DPPH  (radical  2,2‐difenil‐1‐picril‐hidrazilo)  é  um  método 





alternativa,  a  quantificação  pode  ser  feita  por  espectroscopia  de  RPE  [170]  medindo  a 
diminuição  da  intensidade  da  risca  principal  do  espectro  em  função  da  concentração  de 
antioxidante após reacção completa. 
O  método  TEAC  (Trolox  Equivalent  Antioxidant  Capacity)  [171]  baseia‐se  na 









O  método  ORAC  (Oxygen  Radical  Absorbance  Capacity)  [172]  baseia‐se  na 
capacidade de  um  composto  captar  radicais  peroxilo  produzidos  por  reacção  de oxigénio 
molecular com  radicais alquilo  resultantes da decomposição  térmica de um composto azo 
(AAPH, o di‐cloridrato de 2,2'‐azobis(2‐amidino‐propano)), por comparação com a do Trolox. 








Devido  à  importância  do  efeito  dos  radicais  oxidantes,  em  particular  em  meio 
biológico,  várias  questões  se  colocaram  desde  o  início  aos  investigadores  que  se 
interessaram  por  este  assunto,  como  a  necessidade  de  compreender  os mecanismos  das 
reacções  em  que  intervêm,  de  avaliar  a  sua  diferente  reactividade,  de  detectar  a  sua 
presença  (com  o  desenvolvimento  dos meios  necessários  para  tal  fim)  e,  finalmente,  de 
encontrar e desenvolver moléculas  (antioxidantes) capazes de proteger as células vivas do 
seu efeito  lesivo. Este último desafio esteve na origem de uma  larga área de  investigação, 
actualmente  ainda  em  expansão  –  a  pesquisa  de  novos  antioxidantes  eficazes  para  a 
prevenção e reparação dos efeitos do stress oxidativo. 
De  entre  os  tipos  de  antioxidantes  acima  referidos,  estudaram‐se  no  âmbito  da 
estratégia adoptada para este  trabalho  (Capítulo 1) duas classes de compostos: xantinas e 
ácidos hidroxicinâmicos. Um  terceiro grupo de compostos alvo deste estudo é constituído 




A  xantina  e  seus  derivados,  são  desde  há muito  conhecidos  como  antioxidantes 
encontrando‐se na  literatura  referência  a  trabalhos  respeitantes  à  sua  avaliação  como  tal 
[173‐175].  No  entanto,  apesar  da  grande  informação  já  disponível  sobre  a  capacidade 







purínica,  e  identificam‐se  as  vias  reaccionais  da  degradação  oxidativa  da  teofilina,  uma 
xantina dimetilada presente na dieta humana.  
A  capacidade  antioxidante do  ácido  cafeico,  como de outros polifenóis,  tem  sido 
também alvo de grande  interesse de  investigação [176‐178]. No presente trabalho, dedica‐
se  particular  atenção  ao  ácido  cinâmico  e  seus  derivados  mono‐hidroxilados  no  anel 
benzénico  (ácidos cumáricos), para avaliar o seu eventual envolvimento como precursores 




Os  derivados  da  antipirina  (2,3‐dimetil‐1‐fenil‐3‐pirazolin‐5‐ona)  são  compostos 
anti‐inflamatórios não esteróides (AINE) que possuem uma acção terapêutica que resulta da 
inibição  da  síntese  de  prostaglandinas,  mediadores  importantes  nos  processos  de 
inflamação,  dor  e  febre  [179].  O  enzima  responsável  por  esta  síntese,  a  prostaglandina 
sintetase, possui um grupo heme e dois  locais activos com actividades catalíticas distintas 
mas  interligadas:  a  ciclooxigenase,  onde  o  ácido  araquidónico  (substrato  precursor  da 
prostaglandina) é convertido a prostaglandina G2 (endoperóxido com grupo hidroperoxilo), 
e a peroxidase, onde se  forma a prostaglandina H2 por redução  (endoperóxido com grupo 
hidroxilo)  [180].  Esta  difunde‐se  e  é  transformada  em  diversas  prostaglandinas  por 




dor  e  da  inflamação,  ainda  nos  finais  do  século  XIX.  Mais  tarde,  as  suas  propriedades 
terapêuticas  foram  potenciadas  com  a  introdução  de  um  grupo  N4‐dimetilamino  na  sua 
estrutura,  obtendo‐se  a  aminopirina.  Dada  a  fraca  solubilidade  desta  em  água,  foi 
sintetizado e comercializado em 1922 o análogo N4‐metil,N4‐metanossulfonato de sódio, a 







a  incidência de agranulocitose e de outros efeitos  secundários é marginal e que, por  isso, 
este  AINE  não  constitui  um  risco  para  a  saúde  pública  quando  administrado  em  doses 
terapêuticas e por curtos períodos de tempo [185, 186].  
Na  realidade,  a  dipirona  é  um  pró‐fármaco  já  que,  após  administração,  é 
rapidamente  hidrolisada  a  4‐(N‐metil)‐aminoantipirina,  o  composto  farmacologicamente 
activo.  Um  estudo  recente  [187],  associou  a  acção  farmacológica  deste  com  a  sua 
capacidade  de  bloquear  a  actividade  da  prostaglandina  sintetase  por  redução  da  forma 
oxidada  do  grupo  heme  (Fe4+,  forma  activada),  regenerando  o  enzima  à  sua  forma 
desactivada (Fe3+). De facto, é a forma oxidada do grupo heme, um complexo intermediário 
de oxoferrilo com um radical  localizado na porfirina que, após transferência de electrão de 
um  resíduo  de  tirosilo  à  porfirina  oxidada  [188,  189],  inicia  o  processo  de  síntese  da 





que  estão  implicadas na  sua patofisiologia  [192,  193], pelo que  tem havido um  interesse 
crescente na possibilidade dos  efeitos  terapêuticos dos AINE poderem  estar  associados  a 
uma potencial actividade antioxidante. Num  trabalho  recente  [194], demonstrou‐se que a 
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Preparou‐se  o N‐óxido  de  4‐cloropiridina  (rendimento  66%,  ponto  de  fusão  164‐
166°C com decomposição) por reacção de N‐óxido de 4‐nitropiridina com cloreto de acetilo 
previamente seco [1]. De seguida, fez‐se reagir o composto obtido com tioureia em etanol 






Adaptou‐se  uma metodologia  previamente  publicada  [3]  para  a  síntese  da  4‐(N‐
metil)‐aminoantipirina, que envolve a  formação  inicial de 4‐ftalimidoantipirina,  seguida de 
semi‐hidrólise  com  hidróxido  de  sódio  e  subsequente metilação  do  sal  de  sódio  da  4‐(N‐









13C RMN: δ(CDCl3) 162.7  (C3), 140.2  (C5), 135.7  (C1’), 129.5  (C3’+C5’), 124.4  (C4’), 
123.4 (C2’+C6’), 38.1 (N(1)‐CH3), 35.1 (N
4‐CH3), 11.3 (C(5)‐CH3).  




descrita,  preparou‐se  também  este  composto  por  metilação  da  4‐aminoantipirina  com 
iodeto de metilo em tetra‐hidrofurano seco. Controlou‐se a reacção por cromatografia em 








Sintetizou‐se  o  análogo  da  4‐(N,N‐dimetil)‐aminoantipirina  deuterado  nos  grupos 













Sempre  que  necessário  desarejaram‐se  as  soluções,  para  remover  o  oxigénio 
atmosférico,  fazendo borbulhar previamente e durante a utilização uma corrente de azoto 
ou de árgon. As soluções a submeter a radiólise gama foram desarejadas com árgon (reacção 





A  geração  de  radicais  por  via  fotolítica  foi  efectuada  por  exposição  das  soluções 
contendo os respectivos precursores a radiação UV emitida por uma  lâmpada de mercúrio 





O•−,  a  base  conjugada  do  radical HO•. O  radical  anião  SO4





























metálico  (complexado  ou  não)  e  de  ácido  ascórbico  (apenas  para  a  reacção  com  radical 
hidroxilo a pH 7), de forma a que a variação do volume inicial fosse desprezável. 
Utilizou‐se H2O2 e K2S2O8 como agentes precursores do radical hidroxilo e do radical 
anião  sulfato,  respectivamente.  Nas  reacções  a  pH  7,  utilizou‐se  uma  solução  aquosa 
concentrada (0,1 M) de  ião Fe2+ complexado com EDTA, previamente preparada por adição 











As amostras  foram  irradiadas numa  fonte de  cobalto 60  instalada na Unidade de 
Tecnologias  de  Radiação  do  Instituto  Tecnológico  Nuclear.  Esta  unidade  industrial  está 
preparada para a  irradiação de produtos para  fins  tão diversos como o alimentar, médico, 
laboratorial,  conservação  e  restauro,  que,  depois  de  devidamente  acondicionados  em 
embalagens  padrão,  são  conduzidos  até  ao  centro  da  câmara  onde  se  encontra  a  fonte 
radioactiva.  No  caso  das  amostras  em  estudo,  estas  colocaram‐se  simplesmente  a  uma 
distância  da  fonte  previamente  definida  cujo  valor  de  débito  de  dose  é  conhecido.  No 
entanto, e uma vez que a  fonte vai perdendo actividade ao  longo do  tempo, utilizaram‐se 
dosímetros do tipo Perspex (Harwell Gammachrome YR®) para calcular o valor do débito de 
dose  nas  posições  onde  as  amostras  foram  irradiadas.  Estes  dosímetros  são  materiais 







































A  análise  quantitativa  da  evolução  dos  substratos  destas misturas  em  função  do 





de  20  μL,  uma  coluna  de  fase  reversa  de  octadecilsilano Merck  Purospher®  STAR  RP18e 
(comprimento  25  cm  e  diâmetro  4 mm)  e  um  detector  óptico  de matriz  de  fotodíodos 
Shimadzu SPD‐M10A.  A aquisição foi feita na gama entre 200 e 360 nm. 













4‐aminoantipirina  foram  efectuadas  por HPLC  de  fase  reversa  com  detecção  óptica  entre 
200 e 600 nm  (matriz de  fotodíodos) acoplada à espectrometria de massa  (Capítulo 5). As 
misturas  reaccionais  foram preparadas em  simultâneo e analisadas  sequencialmente, pelo 
que  os  tempos  de  reacção  são  diferentes. No  entanto,  essa  diferença,  para  as  condições 




detector de  fotodíodos. As  amostras  (volume de  injecção 20  μL)  foram eluídas em modo 
isocrático a 1 mLmin‐1 numa coluna de  fase reversa RP18  (LiChrospher®, 250‐4 mm, 5 μm, 
Merck)  com  uma  solução  aquosa  de metanol  a  20%  (v/v)  tamponizada  com  acetato  de 
amónio 50 mM (pH 7).  
A  detecção  mássica  foi  efectuada  com  um  espectrómetro  de  massa  Thermo 












Para  uma  melhor  caracterização  de  algumas  amostras,  utilizou‐se  este 
cromatógrafo acoplado a um espectrómetro de massa VG Platform (Micromass, UK Ltd) com 












O  sistema  Shimadzu  acima  descrito  utilizou‐se  igualmente  para  isolar  compostos 
obtidos por síntese  (4‐(N‐metil)‐aminoantipirina, Capítulo 5) ou produtos  finais estáveis de 
misturas reaccionais para posterior identificação e caracterização. 
Utilizou‐se uma coluna  semi‐preparativa de  fase  reversa de octadecilsilano Merck 
Purospher®  STAR  RP18e  (comprimento  250  mm  e  diâmetro  10  mm)  de  características 
idênticas  à  utilizada  para  a  cromatografia  analítica,  um  injector  Reodhyne  7125  com  um 
volume  de  injecção  de  500  μL  e  um  caudal  de  eluição  entre  2,5 mLmin‐1  e  3 mLmin‐1, 
conforme a composição do eluente e produtos a separar.  
Após  identificação  do  respectivo  pico  de  absorção,  cada  produto  foi  recolhido  à 





análise  por  GC  das  fracções  secas,  não  se  removeu  previamente  o  tampão  do  eluente 





Para  garantir  a  integridade  da  coluna  de  GC  e  um  aumento  da  volatilidade  dos 
compostos a analisar, as amostras contendo padrões ou produtos de reacção com átomos 
de hidrogénio  lábeis  foram evaporadas e previamente derivatizadas  com  a  introdução de 




A  análise  qualitativa  de  padrões  e  de  produtos  de  reacção  de  xantinas  e  ácidos 
cinâmicos  previamente  derivatizados  efectuou‐se  com  um  cromatógrafo  gasoso  Agilent 
6850 acoplado a um espectrómetro de massa Agilent 5975C VL MSD. A separação realizou‐
se  com  auxílio  de  uma  coluna  capilar  de  sílica  fundida  HP‐5MS  (5%  fenilmetilsiloxano, 
modelo HP 19091S‐433E, comprimento 30 m, diâmetro interno 0,25 mm com espessura de 
filme  0,25  μm,  Agilent  Technologies  Inc.).  Utilizaram‐se  as  seguintes  condições 
experimentais:  caudal de  gás de  arrastamento  (hélio) 1 mLmin‐1,  temperatura do  injector 
250°C,  temperatura do detector 280°C, modo splitless, volume da  injecção 1,0 μL, pressão 
do gás de arrastamento 10,47 psi, caudal de purga 20 mLmin‐1, velocidade média 37 cm s‐1. 
Os espectros de massa  foram obtidos por  ionização por  impacto electrónico  (EI) com uma 










efectuada  com  um  cromatógrafo  gasoso  Carlo  Erba  Vega  Series  2  acoplado  a  um 
espectrómetro  de  massa  Carlo  Erba  QMD1000.  Utilizou‐se  uma  coluna  capilar  de  sílica 
fundida  DB‐5MS  (5%  fenil‐95%  dimetilpolisiloxano,  comprimento  30 m,  diâmetro  interno 
0,32  mm  com  espessura  de  filme  0,25  μm,  Agilent  –  J&W  Scientific).  Utilizaram‐se  as 
seguintes  condições  experimentais:  caudal  de  gás  de  arrastamento  (hélio)  1,5  mLmin‐1, 
temperatura da fonte iónica 150°C, temperatura da linha de transferência 220°C, volume da 
injecção 1,0  μL, pressão do  gás de  arrastamento 12,33 psi. Os espectros de massa  foram 
obtidos por ionização por impacto electrónico (EI) com uma energia de fonte iónica de 70 eV 
e adquiridos com recurso ao software MassLab™ (Micromass).  














As  amostras  analisadas  directamente  por  espectrometria  de  massa  foram 
dissolvidas em metanol e conduzidas ao espectrómetro de massa VG Platform (Micromass, 
UK Ltd) com um analisador do tipo quadrupolo através de uma bomba de  infusão (Harvard 
Apparatus)  com  um  débito  de  0,6  mLmin‐1.  Utilizou‐se  uma  fonte  de  ionização  por 




























eléctrodo  saturado  de  calomelanos  (eléctrodo  de  referência),  um  eléctrodo  de  carbono 
vítreo (eléctrodo de trabalho) e um fio de platina (contra‐eléctrodo). Antes de cada medição, 
as amostras  foram previamente desarejadas  com um  fluxo  contínuo de árgon durante 30 
minutos. 
A determinação do potencial de  redução  foi  realizada  à  temperatura  ambiente e 
com  auxílio de um potenciostato Autolab. Nesta  técnica  aplica‐se um potencial que  varia 






para os compostos em estudo.  Isto  significa que o processo de oxidação não é  reversível. 
Além  disso,  o  substrato  oxidado  no  primeiro  varrimento  fica  adsorvido  na  superfície  do 
eléctrodo  de  carbono  vítreo,  pelo  que  a  geometria  (área  disponível)  é  alterada  de  uma 









MilliQ do derivado da  xantina  (2 mM), persulfato de potássio  (25 mM) e  tampão  fosfato, 
foram  colocadas  num  recipiente  que  permite  a  passagem  contínua  de  uma  corrente  de 
árgon  através  de  uma  placa  de  vidro  sinterizado. Desta  forma,  garante‐se  a  ausência  de 
oxigénio no seio da solução aquosa.  






•− ao  substrato e  consequente  formação do  respectivo  radical que  se 
pretende caracterizar é constante ao  longo da experiência,  isto é, trata‐se de uma  fotólise 
UV estacionária. 
Entre o recipiente que alimenta a cavidade e o espectrómetro, a solução passa por 
uma  bomba  peristáltica  que  permite  regular  o  respectivo  caudal.  Este  parâmetro  é 
particularmente  importante  pois  permite  compensar  os  diferentes  tempos  de  vida  dos 














aquisição  de  sinal  ER023M,  gerador  de  campo  ER082,  ponte  de microondas  ER041MR  e 
controlo  por  computador  ESP3220,  com  software  ESP300E,  com  uma  modulação  de 
amplitude de 0,1 G, constante de tempo de 82 ms e um varrimento de tempo total de 22 




Efectuaram‐se  cálculos  de  DFT  (Density  Functional  Theory)  com  o  pacote  de 
software  GAUSSIAN  03  [4]  para  determinar  a  estabilidade  relativa  dos  diversos  tipos  de 
tautómeros da xantina e seus derivados metilados envolvidos nos equilíbrios de reparação 
radicalar em meio  aquoso. Utilizou‐se o  funcional híbrido  sem  restrição de  spin  (UB3LYP) 
com a base 6‐31+g(2d,p) e recorreu‐se ao modelo de polarização contínua para descrever o 
efeito  do  solvente.  Usou‐se  a  ausência  de  frequências  imaginárias  como  critério  para 
assegurar que as estruturas optimizadas representam um mínimo na superfície de energia 
potencial. 
Efectuaram‐se  cálculos  semelhantes  com  a  base  6‐31+g(2d,p)  do  pacote  de 
software GAUSSIAN 98  [5] para a determinação das  constantes de acoplamento hiperfino 
dos  radicais  aniões  de  xantinas.  As  densidades  de  spin  foram  calculadas  pela  análise  da 
população de Mulliken. 
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A  xantina  e  seus  derivados  são metabolizados  in  vivo  por  diversas  vias  sendo  a 
etapa  final  desse  processo  a  formação  dos  respectivos  ácidos  úricos  [1,  2].  Estes  são 
conhecidos pela sua elevada capacidade antioxidante, protegendo as células e as moléculas 
biológicas do stress oxidativo [3‐7]. No entanto, é sabido que as próprias xantinas possuem 
um  efeito  antioxidante  significativo  e,  por  conseguinte,  são  capazes  de  proteger  alvos 
biológicos de danos provocados por espécies reactivas de oxigénio [8‐12]. 
Neste  capítulo  estuda‐se  o  efeito  antioxidante  da  xantina,  do  seu  ribósido,  e  de 
vários derivados metilados  (Tabela 4.1) em  solução aquosa. A  capacidade de uma xantina 
reparar  a  forma  oxidada  de  outra  regenerando  a  forma  original  desta,  em  condições  de 
equilíbrio,  permite  estabelecer  uma  escala  qualitativa  de  capacidade  antioxidante  dos 
compostos estudados. Para tal fizeram‐se reagir misturas binárias de xantinas com o radical 
anião  sulfato  (SO4
•−)  e  seguiu‐se  a  concentração  de  ambos  os  compostos  por  HPLC  em 
função do tempo de reacção. 
Discute‐se  de  que  forma  o  pH  do  meio  e  os  grupos  substituintes  da  xantina 




dos  radicais  dos  compostos  e  compararam‐se  os  resultados  obtidos  com  os  dados 
experimentais. 
Obtiveram‐se  espectros  de  RPE  de  radicais  aniões  de  alguns  dos  derivados  da 
xantina  em meio  básico  (pH  >  9),  e  fez‐se  a  atribuição  das  constantes  de  acoplamento 
hiperfino.  
Por ser de maior  relevância biológica, estudou‐se ainda a  reacção de oxidação de 
uma  xantina  usual  na  dieta  humana  (teofilina)  com  o  radical  hidroxilo  (HO•)  em  meio 


















do monoanião  e  respectiva  posição  de  desprotonação.  a  [14,  15],  b  [16],  c  [17];  relativamente  à       
3,9‐DiMeX, outros autores sugerem pKa = 8,6 [18] ou pKa = 9,5 [19]. 
 
Composto  Abreviatura  pKa  R1  R3  R7  R9 
Xantina  Xan  7,74a (N3), 20°C  H  H  H   
1‐Metilxantina  1‐MeX  7,70a (N3), 25°C   CH3  H  H   
3‐Metilxantina  3‐MeX  8,10a (N7), 25°C  H  CH3  H   
7‐Metilxantina  7‐MeX  8,30a (N3), 25°C  H  H  CH3   
9‐Metilxantina  9‐MeX  6,25a (N3), 25°C  H  H    CH3 
Xantosina  Xao  5,67b (N3), 20°C  H  H    Ribosilo 
Teofilina  1,3‐DiMeX  8,60a (N7), 18°C  CH3  CH3  H   
Paraxantina  1,7‐DiMeX  8,50a (N3), 18°C  CH3  H  CH3   
1,9‐Dimetilxantina  1,9‐DiMeX  6,30a (N3), 18°C  CH3  H    CH3 
Teobromina  3,7‐DiMeX  9,90a (N1), 18°C  H  CH3  CH3   
3,9‐Dimetilxantina  3,9‐DiMeX  10,5c (N1), 25°C  H  CH3    CH3 
 
Se  se  considerarem  todos  os  equilíbrios  tautoméricos  devidos  à  possibilidade  de 
ligação  de  um  átomo  de  hidrogénio  a  diferentes  átomos  de  azoto  (forma  lactama)  ou 















em  N(3)  nos  outros  dois  compostos  parece  ser  determinante  para  que  os  respectivos 
tautómeros N(9)H sejam desprezáveis. 





Em  meio  fisiológico,  apenas  algumas  xantinas  estão  totalmente  (Xao)  ou 
parcialmente desprotonadas (Xan, 1‐MeX, 9‐MeX, 1,9‐DiMeX) (Tabela 4.1). No caso da Xan, a 
desprotonação só pode ocorrer de N(3) ou de N(7). A acidez intrínseca do protão em N(1) é a 
mais  baixa  [23],  de  tal  forma  que  é  indiferente  a  existência  de  um  grupo metilo  nessa 






N(3).  Esta  conclusão  foi  confirmada  por  cálculos  DFT  [20]:  as  espécies  Xan(1H9H)−  e 
Xan(1H7H)−, correspondentes aos aniões formados por desprotonação de N(3), existem em 










Analisando  os  comprimentos  de  onda máximos  de  absorção  dos  compostos  em 














Os  espectros  das  espécies  aniónicas  têm  deslocamentos  do  λmáx  diferentes 
consoante  a posição do  grupo metilo na estrutura purínica  [26]. No  caso da 3,7‐DiMex e   




(1‐2  nm).  Para  os  compostos  que  podem  desprotonar  de  N(3)  (1,7‐DiMeX,  7‐MeX,              
















A  avaliação da  capacidade  antioxidante  relativa do  grupo de  xantinas  em estudo 
efectuou‐se por  irradiação UV de diversas misturas binárias equimolares destes compostos 
















de pKa dos  respectivos  radicais catiões  também diminui substancialmente. Por exemplo, o 
pKa da 2'‐desoxiguanosina em solução aquosa e à temperatura ambiente é de 9,6 enquanto 
que  o  valor  do  respectivo  radical  catião  é  de  3,9  [29].  No  entanto,  no  caso  da                         
2'‐desoxiadenosina (pKa > 13,75), a acidez aumenta em mais de  13 ordens de grandeza pois 
o  respectivo  radical catião, centrado na base adenina, possui um valor de pKa  inferior a 1 
[30].  Estudos mais  recentes  com  recurso  a  cálculos  teóricos  confirmam  igualmente  esta 
diminuição de acidez [31, 32]. 
Os valores de pKa das xantinas aqui estudadas situam‐se entre cerca de 6 e 11, pelo 
que,  por  analogia,  é  razoável  considerar  que  a  acidez  dos  respectivos  radicais  catiões  é 
também substancialmente mais elevada e que, consequentemente, estes desprotonam ao 
valor de pH a que as misturas foram irradiadas. Além disso, a desprotonação, por ocorrer a 
velocidades  próximas  do  limite  de  difusão  [33],  será mais  rápida  do  que  qualquer  outra 
reacção possível do radical catião.  







Esquema  4.1  – Oxidação monoelectrónica  da  xantina,  com  formação  do  respectivo  radical  catião 
seguido de desprotonação de N(7) (um dos possíveis tautómeros formados; ver 4.4) 
 
























(em  concentrações  próximas  das  iniciais)  e  os  respectivos  radicais  neutros  que,  como  se 
referiu,  se  formam  a  velocidades  semelhantes.  Caso  os  potenciais  de  redução  dos  pares 
Xi
•/Xi sejam muito próximos, ambas as xantinas tenderão a ser degradadas nos respectivos 
produtos  finais  estáveis  de  oxidação  até  não  haver mais  substrato  oxidável  no  seio  da 























No  caso  do  radical  X2




directa  do  equilíbrio  (4.5)  é  termodinamicamente  favorável  (∆E0  >  0)  e  a  xantina  X2  é 
reparada.  Nos  instantes  iniciais  da  irradiação  UV,  estarão  presentes  no  meio  aquoso  a 
xantina reparada (X2) numa concentração muito próxima da inicial, a xantina reparadora (X1) 
numa  concentração  inferior  à  inicial,  e  o  produto  (ou  produtos)  de  oxidação  de  X1.  A 
extensão dessa reparação será tanto mais pronunciada quanto maior for a diferença entre 
os  potenciais  de  redução  E1
0  e  E2






pelo  radical  anião  SO4





(4.5),  desde  que  a  degradação  de  ambos  os  radicais  X1
•
  e  X2









Na  Figura  4.3  apresenta‐se,  como  exemplo,  um  conjunto  de  cromatogramas  de 
HPLC com detecção óptica  (ver 3.5.1.1) correspondentes a vários tempos de  irradiação UV 
de uma solução de 7‐MeX e 9‐MeX a pH3. De forma a facilitar a visualização da evolução da 































































Esquema  4.2  –  Estruturas  de  ressonância  dos  radicais  neutros  de  tipo  A1  e  A2  que  resultam  da 





































Esquema  4.3  –  Estruturas  de  ressonância  dos  radicais  neutros  de  tipo  B1  e  B2  que  resultam  da 



















Esquema  4.4  –  Estruturas  de  ressonância  dos  radicais  neutros  de  tipo  C  que  resultam  da 
desprotonação em N(7) ou N(9) dos radicais catiões de xantinas que formam tautómeros N(7) e N(9). 
  
Numa primeira  análise  aos  três  tipos de  radicais neutros possíveis,  facilmente  se 
conclui que os de tipo A serão os mais oxidantes dado que possuem uma densidade de spin 
centrada  em  três  heteroátomos.  Será  pois  de  esperar,  à  partida,  que  as  xantinas  que  só 
possam  desprotonar  de  N(1)  sejam  reparadas  por  todas  as  outras,  de  acordo  com  o 
equilíbrio (4.5) acima referido. 
 Relativamente  aos  radicais  de  tipo  B,  os  isómeros  com  substituintes  em  N(9) 
















As  xantinas  das  misturas  binárias  apresentadas  na  Figura  4.5  têm  como  única 
diferença estrutural a presença ou ausência de um grupo metilo na posição N(1). Em todos 
os  casos verifica‐se que o  composto metilado em N(1) exerce um  ligeiro efeito  reparador 
sobre  o  composto  análogo  desmetilado  nessa  posição.  Interpretando  este  resultado 
segundo o equilíbrio (4.5) isto significa que o radical neutro do composto metilado em N(1) é 
ligeiramente mais  redutor,  devido  ao  efeito  indutivo  electrodoador  exercido  pelo  grupo 
metilo.  
Note‐se, no entanto, que os radicais catiões dos compostos que são reparados não 
desprotonam  de N(1).  Se  assim  fosse,  formar‐se‐iam  radicais  neutros  de  tipo A  que,  por 
serem muito mais oxidantes, aumentariam de forma apreciável o grau de reparação. Deste 
modo, o  tipo de  radicais neutros  formados em cada uma das misturas  tem uma estrutura 
muito  semelhante,  e  o  grupo  metilo  em  N(1)  provoca  apenas  um  ligeiro  aumento  da 
capacidade antioxidante do composto.  
No  caso  da  mistura  de  9‐MeX  e  1,9‐DiMeX,  os  potenciais  de  redução  dos 
respectivos radicais neutros deverão ser praticamente idênticos, uma vez que, para tempos 
de  irradiação  curtos, não  se  verifica qualquer  reparação de uma  xantina  sobre a outra. A 
partir dos 6 minutos de  irradiação, há uma  inversão nas curvas de decaimento, parecendo 
que  a  1,9‐DiMeX  passa  a  ser  reparada  pela  9‐MeX.  Este  efeito  pode  ser  resultado  da 
presença  de  produtos  de  oxidação  dos  substratos  iniciais  no  meio  irradiado  e  da  sua 
interferência  no  equilíbrio  acima  proposto.  Este  resultado  reforça,  uma  vez  mais,  a 










resultado  (ver  também Figura 4.4), o  radical neutro da 9‐MeX  será mais estável  (e menos 









degradadas  pelo  radical  SO4
•−  sem  que  haja  reparação  de  uma  à  custa  da  outra. 
Desprezando,  uma  vez mais,  a  desprotonação  em  N(1),  conclui‐se  que  os  dois  tipos  de 

































Na mistura  binária  9‐MeX  com  Xao  da  Figura  4.7  ilustra‐se  o  resultado  de  dois 
grupos substituintes em N(9) com efeito indutivo oposto. A 9‐MeX repara a oxidação da Xao 
apesar  de  ambos  os  radicais  9‐MeX(1H)•  e  Xao(1H)•  possuírem  estruturas  semelhantes 
(radicais de tipo B2). O efeito electrodoador do grupo metilo na 9‐MeX diminui o carácter 




com  Xan  (Figura  4.7),  verifica‐se  que  a  primeira  exerce  um  efeito  reparador  superior 
relativamente à Xan do que à Xao. Logo, a Xan é a mais oxidante destas três. Este resultado 









A  teobromina  (3,7‐DiMeX)  e  a  3,9‐dimetilxantina  possuem  um  comportamento 
muito semelhante, como se verifica na respectiva mistura binária apresentada na Figura 4.8. 
Os  radicais  catiões destas duas xantinas  só podem desprotonar de N(1), dado origem aos 




radicais,  de  tipo  A,  são  os  mais  oxidantes  por  terem  a  densidade  de  spin  centrada 
exclusivamente em três heteroátomos. Na outra mistura apresentada na Figura 4.8, verifica‐
se que  a  teofilina  (1,3‐DiMeX)  consegue  reparar  com alguma eficácia a 3,9‐DiMeX, e, por 
isso,  possui um carácter antioxidante superior. Numa experiência semelhante [9] provou‐se 
igualmente  o  efeito  antioxidante  que  a  teofilina  exerce  sobre  a  teobromina,  devido  ao 
respectivo radical neutro desprotonado de N(7). 
Assim, e segundo o conjunto de resultados apresentados anteriormente, conclui‐se 






















de pKa de 5,0  (obtido  a 280 K). Desta  forma, é de prever que  a  introdução de um  grupo 
metilo na estrutura purínica diminua  ligeiramente a acidez do  radical neutro, pelo que os 
valores  de pKa  dos  radicais  neutros  das metilxantinas  deverão  ser  superiores  a  4,7  (valor 
acima referido corrigido para 298 K, temperatura de referência das irradiações realizadas).  
Como já foi referido anteriormente (ver 4.2.1), o protão de N(1) é o menos ácido de 




dos  radicais  3‐MeX•,  7‐MeX•  e  9‐MeX•,  a  desprotonação  só  pode  dar‐se  de  N(1).  Por 
conseguinte, os respectivos valores de pKa deverão ser superiores aos de 1‐MeX
•. A espécie 
3‐MeX•−  é  um  radical  anião  com  carácter  do  tipo  C  (ver  Esquema  4.4),  em  que  a  carga 
negativa está deslocalizada por toda a estrutura purínica excepto em N(3). O mesmo já não 
acontece  com 7‐MeX•− e 9‐MeX•−, pois  são  radicais aniões  com  carácter do  tipo B1 e B2, 





grupo  ribosilo  exerce  um  efeito  indutivo  de  estabilização  na  sua  base  conjugada,  ao 
contrário do grupo metilo de 9‐MeX•−. A diferença dos valores de pKa dos substratos 9‐MeX 









































































































































































































































Esquema  4.5  –  Capacidade  antioxidante  relativa  da  xantina  e  seus  derivados  a  pH  3  e  pH  7, 
determinada por  irradiação de misturas binárias de xantinas com persulfato de potássio. Para cada 








de  uns  para  os  outros.  Comparando  esses  resultados,  verifica‐se  que  a  diferença  mais 
significativa  está  nos  compostos  substituídos  em  N(9)  (9‐MeX,  1,9‐DiMeX  e  Xao),  cujo 
potencial de redução a pH 7 é deslocado para valores mais elevados (acima dos de 1‐MeX e 
de  Xan).  Consequentemente,  a  1‐MeX  passa  a  ser  a  xantina  com  maior  capacidade 
antioxidante em meio fisiológico. 





iguais. Por exemplo,  a  constante de  velocidade do  radical  anião  SO4






capacidade de  reparação de uma  xantina  sobre  a outra. No entanto,  a  interpretação dos 
resultados  em  meio  fisiológico  apresentados  nesta  secção  fez‐se  sobretudo  a  partir  da 
avaliação  do  maior  ou  menor  carácter  oxidante  dos  radicais  aniões  que  participam  no 




pH  7  a  deslocalização  da  densidade  de  spin  pela  estrutura  purínica  nos  radicais  aniões  é 
maior do que nos  radicais neutros. Consequentemente, aqueles não serão exclusivamente 
de um só tipo (Esquemas 4.2 a 4.4) como se verifica na Figura 4.9. 
Tendo  em  conta  a  ordem  crescente  do  carácter  oxidante  B2  <  B1  ≈  C  <  A1  já 
discutida anteriormente, facilmente se conclui que, dos quatro radicais aniões apresentados 














Figura  4.9  –  Contributores  de  ressonância  dos  radicais  aniões  das  xantinas monometiladas  que 
melhor  ilustram a que  tipo de radical correspondem. Os radicais aniões da xantina e da xantosina, 


















Dentro  do  grupo  das  três  xantinas  substituídas  em  N(9),  a  ordem  crescente  de 















mais  oxidantes  a  pH  7.  No  caso  da  mistura  Xao  e  9‐MeX,  o  efeito  indutivo  discutido 





exerce  algum  efeito  reparador  sobre  a  1,9‐DiMeX.  A  interpretação  desse  resultado, 
verificado  experimentalmente  (ver  Figura  4.13),  é  mais  complexa  do  que  a  dos  casos 
discutidos anteriormente. De facto, comparando os dois radicais envolvidos 1,9‐DiMeX• (tipo 
B2) e 1‐MeX•− (tipos B2 e C), verifica‐se que o primeiro é menos oxidante, pelo que seria de 
esperar  um  efeito  de  reparação  inverso.  A  equação  (4.6)  representa  o  sentido  do 
deslocamento do equilíbrio. A pH 7, a 1‐MeX (espécie reparadora) e a 1,9‐DiMeX estão cerca 
de  20  e  80%  sob  as  respectivas  formas  desprotonadas,  respectivamente. Deste modo,  e 





Nalguns  casos,  como  por  exemplo  na mistura  binária  9‐MeX  e  1,9‐DiMeX  acima 
referida,  a  reacção  de  reparação  envolve  precisamente  duas  espécies  parcialmente 
desprotonadas, o que contraria, em certa medida, a explicação dada acima. No entanto, é 





claro  se  há  preferência  pela  abstracção  de  hidrogénio  ou  pela  transferência  de  electrão 






com  a  energia  de  ligação  desse  átomo,  enquanto  que  a  reacção  por  transferência  de 
electrão  depende  do  potencial  de  ionização  da  espécie.  Assim,  é  natural  que  este 


















esperar que a 1,3‐DiMeX e a 1,7DiMeX conseguissem  ter algum efeito  reparador  sobre os 


























Utilizaram‐se métodos  computacionais  para  determinar  a  ordem  de  capacidade 
antioxidante  relativa  das  xantinas  em  estudo.  Para  tal,  calcularam‐se  as  energias  das 
espécies envolvidas nos equilíbrios de reparação de xantinas em meio ácido e meio neutro, e 
compararam‐se os resultados obtidos com os dados experimentais. 
Deste  modo,  realizaram‐se  cálculos  de  DFT  utilizando  o  funcional  híbrido  sem 





Como  foi  referido  atrás,  não  há  desprotonação  das  espécies  envolvidas  nos 
equilíbrios de  reparação de  xantinas a pH 3. Assim, apenas  se  calcularam as energias das 





possível  existência  de  diversos  tautómeros  em  equilíbrio  para  cada  espécie  (radicalar  ou 
não)  em  solução  aquosa.  A  energia  destas  espécies  calculou‐se  como  sendo  a  soma 












em que Ni  corresponde  à  fracção do  tautómero de energia Ei, R é a  constante dos  gases 





















Provou‐se  que  os  radicais  neutros  das  xantinas monometiladas  3‐MeX,  7‐MeX  e     
9‐MeX existem apenas sob a forma de tautómeros N(1)H, uma vez que os que resultam da 
desprotonação em N(1)  são menos estáveis em  cerca de 44  a 74  kJmol‐1. Embora não  se 
apresentem cálculos semelhantes para a Xao, admite‐se que o mesmo seja válido para este 
composto. No caso dos radicais neutros da Xan e da 1‐MeX, os tautómeros N(9)H, de tipo 





de  cada  tautómero. Na  Tabela  4.3  apresentam‐se os  valores das  energias  livres de Gibbs 
calculados pela expressão (4.9) e correspondentes a cada reacção de reparação da xantina 
X2 à  custa da  xantina X1, ou  seja, à  reacção directa do equilíbrio  (4.5). Estas  variações de 

































































segundo  conjunto de  resultados, os valores de  ΔG0  superiores a  cerca de  ‐15 kJmol‐1  (em 
valor  absoluto)  confirmam  a  elevada  capacidade  antioxidante  da  9‐MeX  sobre  as  outras 
xantinas monometiladas verificada na secção 4.3.3, enquanto que a 1‐MeX consegue reparar 
com alguma eficácia a 3‐MeX e a 7‐MeX (ΔG ≈ ‐8 kJmol‐1). O valor de ΔG0 praticamente nulo 
obtido  na  reacção  de  reparação  da  3‐MeX  pela  7‐MeX  (ou  vice‐versa)  comprova  que  a 
capacidade  antioxidante  destas  xantinas  é  idêntica.  Tal  como  nas  irradiações  da mistura 
binária apresentada na secção 4.3.4, os cálculos teóricos confirmam a reparação da Xao pela 
9‐MeX  (ΔG0 =  ‐17,44   kJmol‐1),  fruto da  influência do efeito  indutivo do grupo substituinte 
em N(9). Finalmente, a elevada capacidade reparadora da 1,3‐DiMeX sobre a 3,7‐DiMeX e a 













1‐MeX   Xan•    1‐MeX
•  Xan  ‐1,19 
1,3‐DiMeX   3‐MeX•    1,3‐DiMeX
•  3‐MeX  ‐1,45 
1,7‐DiMeX   7‐MeX•    1,7‐DiMeX
•  7‐MeX  ‐3,03 
1,9‐DiMeX   9‐MeX•    1,9‐DiMeX
•  9‐MeX  ‐1,77 
Efeito da posição do grupo metilo nos derivados monometilados 
9‐MeX   1‐MeX•    9‐MeX
•  1‐MeX  ‐16,25 
1‐MeX   7‐MeX•    1‐MeX
•  7‐MeX  ‐7,69 
7‐MeX   3‐MeX•    7‐MeX
•  3‐MeX  0,03 
9‐MeX   7‐MeX•    9‐MeX
•  7‐MeX  ‐23,94 
Efeito indutivo do substituinte em N(9) 
9‐MeX   Xao•    9‐MeX
•  Xao  ‐17,44 
Teobromina e 3,9‐dimetilxantina 
3,9‐DiMeX   3,7‐DiMeX•    3,9‐DiMeX
•  3,7‐DiMeX  ‐0,88 











que  a  esse  valor  de  pH  pode  haver  a  participação  das  respectivas  formas  aniónicas.  Os 
valores de pKa dos  substratos  são  conhecidos  (ver Tabela 4.1) e demonstrou‐se  [8] que o 
radical neutro da xantina possui um valor de pKa de 5,0 (obtido a 280 K). No entanto, e tanto 
quanto se sabe, não existe na literatura qualquer referência a valores de pKa para os radicais 















O método mais  comum para o  cálculo da  energia  livre de desprotonação de um 
ácido em solução aquosa consiste na aplicação de ciclos termodinâmicos que combinam os 
valores de energia  livre de Gibbs em  fase  gasosa de  cada espécie envolvida no equilíbrio 
































cada  espécie  desprotonada  (Tabela  4.4)  para  o  cálculo  das  respectivas  energias.  Como 
esperado, os tautómeros que resultam da desprotonação de N(1) são muito menos estáveis 
e a  sua  contribuição para as energias dos  respectivos aniões é desprezável. Obtiveram‐se 
resultados muito semelhantes para o caso do ácido úrico e derivados metilados [4]. 
 Testou‐se primeiro este método de cálculo de valores de pKa para as xantinas em 
estudo  (excepto  a  Xao),  cujos  resultados  se  apresentam  na  Tabela  4.5.  Por  aplicação  das 
equações  (4.10)  e  (4.11)  obtiveram‐se  valores  de  pKa,calc  com  um  desvio  elevado  mas 
aproximadamente  constante  relativamente  aos  valores  experimentais.  Este  desvio 


















corraicorra    )()( exp,, XanpKXanpK acorra    (4.12) 
 
Após  esta  correcção,  verifica‐se  que  a  diferença  entre  os  valores  de  pKa 
experimentais e calculados (pKa,corr(Xi)) é inferior a 0,35 para a todas as xantinas à excepção 
das N(9) substituídas, onde o desvio é um pouco maior (Tabela 4.5). Dado que os resultados 
desta metodologia  são  satisfatórios,  fez‐se  o mesmo  para  calcular  os  valores  de  pKa  dos 
radicais neutros das xantinas monometiladas (Tabela 4.6).  




Dos  resultados  da  Tabela  4.6,  verifica‐se  que,  à  excepção  do  radical  9‐MeX•,  os 





Tabela  4.4  –  Energias  relativas  e  respectivas  fracções  dos  tautómeros  das  espécies  aniónicas 
envolvidas nos equilíbrios de xantinas a pH 7 e à temperatura ambiente (298 K). 











































pKa,calc   pKa,corr  pKa,exp (25°C)  ΔpKa 
Xan  127,27  22,29  7,61  7,61  ‐‐‐ 
1‐MeX  133,61  23,40  7,99  7,70  0,29 
3‐MeX  130,36  22,84  7,79  8,10  ‐0,31 
7‐MeX  138,82  24,32  8,30  8,30  0,00 
9‐MeX  117,42  20,57  7,02  6,25  0,77 
13‐DiMeX  136,69  23,94  8,17  8,40  ‐0,23 
17‐DiMeX  144,42  25,30  8,64  8,30  0,34 
19‐DiMeX  123,49  21,63  7,38  6,15  1,23 
37‐DiMeX  159,83  28,00  9,56  9,67  ‐0,11 
39‐DiMeX  159,35  27,91  9,53  9,50  0,03 
 
 






Xan•  94,35  16,53  4,70 
1‐MeX•  99,40  17,41  4,95 
3‐MeX•  124,46  21,80  6,20 
7‐MeX•  142,08  24,89  7,08 

















neutra e desprotonada dos  substratos  (ai e bi) e dos  respectivos  radicais neutros  (ci e di), 
pelo  que  cada  um  dos  quatro  primeiros  termos  representa  uma  concentração  total  (ou 
energia, para efeitos de cálculos DFT) (equações (4.14) e (4.15)). 
 
 iiiii XbXaX    1ba ii    (4.14) 
  iiiii XdXcX   1dc ii    (4.15) 
 
A  energia  livre  de Gibbs  correspondente  à  reacção  directa  do  equilíbrio  (4.13)  é 
dada pela expressão (4.16), onde δ = a1+b2−c1−d2. 
 














    (4.16) 
 
Tabela  4.7  –  Fracções  das  espécies  envolvidas  nos  equilíbrios  de  reparação  de  xantinas  em meio 






Xan  0,803  0,197  0,005  0,995 
1‐MeX  0,834  0,166  0,009  0,991 
3‐MeX  0,926  0,074  0,136  0,864 
7‐MeX  0,952  0,048  0,543  0,457 
9‐MeX  0,151  0,849  0,673  0,327 
1,3‐DiMeX  0,962  0,038  1,000  ‐‐‐ 
1,7‐DiMeX  0,952  0,048  1,000  ‐‐‐ 
1,9‐DiMeX  0,124  0,876  1,000  ‐‐‐ 
3,7‐DiMeX  0,998  0,002  1,000  ‐‐‐ 






partir  dos  valores  de  pKa  experimentais  (Tabela  4.5)  e  estimados  (Tabela  4.6).  Como  é 
evidente,  no  caso  das  dimetilxantinas  não  pode  haver  desprotonação  dos  respectivos 
radicais neutros pelo que ci = 1. 
Como anteriormente, e sempre que aplicável, as energias das espécies envolvidas 
no  equilíbrio  (4.13)  calcularam‐se  como  sendo  a  média  ponderada  das  energias  dos 
respectivos tautómeros (Tabela 4.2 e Tabela 4.4). 
Na  Tabela  4.8  (Caso  I)  apresentam‐se  os  resultados  das  energias  livres  de Gibbs 







valor  de  pKa  calculado  (pKa,corr,  Tabela  4.6)  do  radical  neutro  da  9‐MeX  em  0,5  unidades. 
Além  disso,  o  termo  δΔG0aq(H




discrepâncias  entre  os  resultados  experimentais  e  teóricos  (Caso  I)  é  o  facto  de  se  ter 
considerado  a  participação  de H+  quer  no  cálculo  dos  pKa  dos  radicais  neutros  como  no 
equilíbrio  (4.13),  em  vez  do  par  H2O/H3O
+.  Finalmente,  o mecanismo  reaccional  entre  a 
espécie reparadora e a espécie radicalar reparada pode ser distinto consoante estas estejam 
na forma neutra e/ou aniónica, ou seja, pode tratar‐se de uma reparação por abstracção de 
um  átomo  de  hidrogénio  ou  apenas  por  transferência  directa  de  electrão.  Ao  calcular 
ΔG0reacção,aq  segundo  a  expressão  (4.16)  não  se  está  a  fazer  a  distinção  entre  esses 
mecanismos. 
Na  Tabela  4.8  (Caso  II)  apresentam‐se  igualmente  valores  ΔG0reacção,aq  obtidos 
através  da  aplicação  da  reacção  directa  do  equilíbrio  (4.13),  mas  admitindo  apenas  o 
mecanismo  de  reparação  por  abstracção  de  um  átomo  de  hidrogénio.  Além  disso, 
considerou‐se ainda que a espécie reparadora (redutora) é aniónica, excepto para o caso das 
dimetilxantinas  em  que  tem  que  ser  neutra,  caso  contrário  a  reacção  ocorreria  por 





medida  que  a  reacção  decorre,  os  respectivos  equilíbrios  ácido‐base  dos  reagentes  se 
deslocam  no  sentido  da  formação  das  espécies  participantes  na  reacção  de  reparação. 




  21 XX    
  21 XX   a1=c1=0; b2=d2=1  (4.17) 
  21 XX      21 XX 
     a1=c1=0; b2=d2=0   )DiMeXX( 2    (4.18) 
 21 XX    
  21 XX   a1=c1=1; b2=d2=1   )DiMeXX( 1     (4.19) 
 21 XX      21 XX 
   a1=c1=1; b2=d2=0   )DiMeXX,X( 21     (4.20) 
 
Os  valores  obtidos  no  Caso  II  reproduzem,  de  uma  forma  geral,  os  resultados 





(3,7‐DiMeX)  é  de  ‐84,01  kJmol‐1.  Verifica‐se  igualmente  a  clara  diferença  de  capacidade 
antioxidante  entre  o  grupo  formado  pela  1‐MeX  e  Xan  e  as  xantinas  N(9)  substituídas. 
Nestas, a 1,9‐DiMeX exerce um efeito reparador considerável sobre a 9‐MeX, como aliás se 
previu dado o carácter mais oxidante de 9‐MeX•− relativamente a 1,9‐DiMeX•, para além do 
efeito do grupo metilo em N(1).   Entre a 9‐MeX e a 7‐MeX, o  resultado  indica uma  fraca 
reparação  desta  sobre  a  primeira.  No  entanto,  e  tal  como  para  os  resultados  do  grupo 
composto pelas xantinas 3‐MeX, 7‐MeX, 1,3‐DiMeX e 1,7‐DiMeX, os valores de ΔG0reacção,aq 
calculados para as condições implícitas neste Caso II não são suficientemente elevados (em 
termos  absolutos)  para  retirar  conclusões  inequívocas  sobre  a  reparação  (ou  a  sua 
inexistência) de uma xantina sobre a outra. Finalmente, as xantinas 3,7‐DiMeX e 3,9‐DiMeX 



















X1  X2  Caso I  Caso II 
1‐MeX  Xan  6,30  ‐2,48 
1‐MeX  1,9‐DiMeX   202,52  ‐16,20 
1‐MeX  9‐MeX  144,18  ‐47,40 
1,9‐DiMeX  9‐MeX  ‐58,27  ‐31,20 
1,9‐DiMeX  7‐MeX  ‐192,14  ‐28,97 
9‐MeX  7‐MeX  ‐133,87  2,24 
1,7‐DiMeX  7‐MeX  ‐68,21  ‐6,29 
1,7‐DiMeX  1,3‐DiMeX  ‐3,18  ‐1,55 
7‐MeX  3‐MeX  ‐39,59  9,19 
1,3‐DiMeX  3‐MeX  ‐104,63  4,44 
1,3‐DiMeX  3,9‐DiMeX  ‐47,47  ‐42,72 
3,9‐DiMeX  3,7‐DiMeX  ‐1,04  ‐0,88 




Os  resultados  obtidos  por  irradiação  UV  de  misturas  binárias  de  xantinas  com 
persulfato  de  potássio  permitiram  ordená‐las  segundo  uma  escala  relativa  de  capacidade 















A  decomposição  bimolecular  dos  radicais  das  xantinas  por  dismutação  dá‐se  mais 
rapidamente que o varrimento de potencial aplicado. Os valores de potencial dos picos de 
oxidação para cada composto apresentam‐se no Esquema 4.5.  
Os valores de potencial de  redução que  se encontram na  literatura para algumas 
das xantinas  [18, 46]  seguem a mesma ordem obtida neste conjunto de experiências  (por 
exemplo, 0,683 V para a Xan, 0,936 V para a 1,3‐DiMeX e 1,246 V para a 3,7‐DiMeX a pH 7). 
A  ordem  crescente  dos  valores  de  potencial  de  redução  obtidos  por  voltametria 
cíclica é bastante concordante com os resultados obtidos por fotólise, apesar destes últimos 




feita para a 1,7‐DiMeX. No entanto, e  sobretudo a pH 7,  também  se verifica algum efeito 










A  espectroscopia  de  ressonância  paramagnética  electrónica  (RPE)  é  uma  técnica 















A  oxidação  da  Xao,  o  nucleósido  natural  da  xantina,  a  pH  10,  deu  origem  a  um 
espectro  que  foi  atribuído  ao  respectivo  radical  anião  (Figura  4.18).  O  espectro  foi 

































Em  solução  aquosa,  a  ligação  de  hidrogénio  do  solvente  provoca  a  disrupção  da 
ligação  intramolecular  O(5’)H‐N(3).  Deste  modo,  não  se  detectam  constantes  de 
acoplamento para o grupo C(5’)H2OH, e o valor experimental da constante de acoplamento 
de H(2’) é consideravelmente superior ao calculado, o que  indica que o  radical deve estar 




Como  se  mostra  no  Esquema  4.5,  nenhuma  das  xantinas  naturais  usualmente 
presentes  na  dieta  humana  (teofilina,  teobromina  e  cafeína)  é  potencialmente  um  bom 
antioxidante. Contudo, durante o seu metabolismo, se a  teofilina  (a mais antioxidante das 















por adição do HO• à posição C(8)  seguida de oxidação do  radical  redutor  resultante  [49]. 
Contudo, a 1‐MeX é um produto novo, que normalmente não é referido como produto de 
oxidação da  teofilina. A  formação deste composto e de uma quantidade mais pequena de   
















evaporou‐se o  solvente  e derivatizou‐se o  resíduo  seco  com MSTFA. O  cromatograma de  
GC‐MS da amostra derivatizada mostrou dois picos com tempos de retenção de 10,7 min e   
11,4 min idênticos aos obtidos com os padrões (derivatizados da mesma forma) de 3‐MeX e 













Figura  4.21  –  Espectros  de massa  (sistema  Agilent)  dos  produtos  de  desmetilação  derivatizados 
obtidos após reacção de teofilina como radical HO• (condições descritas na Figura 4.20) 
 
No  cromatograma  de  GC‐MS  da mistura  reaccional  derivatizada  identificaram‐se 




mais  abaixo.  É  sabido  que  o  radical HO•  reage  com  compostos  heterocíclicos  aromáticos 
principalmente por adição a uma  ligação dupla, e, em menor extensão, por abstracção de 
um átomo de hidrogénio [33, 50]. Enquanto que a formação do ácido úrico resulta da adição 
habitual de HO• à  ligação dupla em C(8), a  formação do produto de desmetilação  (1‐MeX) 
implica  a perda de um  átomo de  carbono,  consistente  com o  segundo mecanismo  acima 




eles  próprios  são  consumidos  pelo  radical  oxidante.  Este  comportamento  foi  confirmado 
com  mais  detalhe  na  reacção  com  o  radical  anião  O•−  (ver  4.7.2).  Assim,  os  produtos 
resultantes de nova oxidação de 1‐MeX e 3‐MeX  (xantina e ácidos 1‐metil e 3‐metilúricos) 
formar‐se‐ão  com  rendimentos  abaixo  dos  limites  de  detecção  dos  sistemas  de  análise 
utilizados (HPLC e GC‐MS). 
Em condições fisiológicas (pH 7), a reacção de desmetilação da teofilina a 1‐MeX é 









Figura 4.22 – Dependência da  concentração em  função do  tempo de  irradiação  seguida por HPLC 











da oxidação pela base  conjugada do  radical hidroxilo  (O•−),  conhecido por  ser um melhor 
abstractor de hidrogénio do que o radical HO• [51]. 
A Figura 4.23 mostra um cromatograma obtido após irradiação UV de uma solução 
aquosa  contendo  teofilina e N‐óxido de 4‐mercaptopiridina, um bom precursor do  radical 













Os  tempos de  reacção apresentados nas  Figura 4.21 e  Figura 4.23  correspondem 
aos  rendimentos máximos obtidos para os produtos de desmetilação. No caso da  reacção 
com  o  radical  anião  O•−,  o  maior  tempo  de  reacção  (25  min)  reflecte  a  sua  menor 
reactividade com um dado substrato comparada com a do radical HO• [53]. 




é  compatível  com  a  capacidade  do  radical  anião  O•−  para  reagir  por  abstracção  de 
hidrogénio.  Para  além  deste  produto,  observou‐se  a  formação,  em maior  quantidade,  do 




maior  extensão  para  todos  os  tempos  de  irradiação UV  (0  a  25 min),  conduzindo  a  uma 
maior predominância de 3‐MeX em solução relativamente a 1‐MeX. Isto pode significar uma 
maior reactividade desta última para com o radical anião O•−. Para confirmar esta hipótese, 





concentração  do  substrato  em  função  do  tempo  de  irradiação,  determinaram‐se  as 
constantes  de  velocidade  de  pseudo‐primeira  ordem  de  9,0x10‐4  s‐1  e  1,6x10‐3  s‐1  para  a       
3‐MeX  e  a  1‐MeX,  respectivamente,  o  que  mostra  que  a  1‐MeX  é  consumida  mais 
rapidamente do que a 3‐MeX após a sua formação nas condições reaccionais. 
No  Esquema  4.6  propõe‐se  o  possível mecanismo  reaccional  para  a  reacção  de 



























No caso da  reacção com o  radical anião O•−, observou‐se  também a  formação de    
1‐MeX e 3‐MeX na ausência de oxigénio, sem diferenças significativas dos resultados obtidos 





Efectuaram‐se  cálculos  teóricos  com  o  modelo  PM6  para  confirmar  a  posição 
preferencial  de  desmetilação  da  teofilina  pelo  radical  HO•.  Considerou‐se  apenas  o 
tautómero N(7)H, uma vez que, segundo este método, é 6,13 kJmol‐1 mais estável do que 
N(9)H  em  solução  aquosa,  correspondendo  a mais  de  92%  no  equilíbrio.  Na  Tabela  4.9 
apresentam‐se  as  cargas  parciais  dos  átomos  envolvidos  em  ambas  as  reacções  de 
desmetilação,  calculadas  a partir da  superfície de potencial electrostático da  teofilina. De 
acordo com estes valores, as cargas globais dos grupos N(1)‐CH3 e N(3)‐CH3 são  ‐0,1184 e      
‐0,1645  (unidade electrostática – esu) respectivamente, o que mostra que a abstracção do 







































Na  ausência  de  espécies  aniónicas  em  solução  (meio  ácido),  a  presença  de  um 




contribuição  do  tautómero  N(9)H  (1‐metilxantina  e  xantina)  aumentam  a  capacidade 




satisfaz  os  requisitos  acima  referidos  necessários  para  serem  candidatas  a  um  bom 
antioxidante.  No  entanto,  a  oxidação  da  teofilina  pelo  radical  HO•  em  meio  fisiológico  
conduz à formação de produtos de desmetilação, em particular a 1‐metilxantina, para além 
da  esperada  formação  de  ácido  1,3‐dimetilúrico.  Além  disso,  a  própria  1‐metilxantina 
formada pode reagir também com o radical oxidante desmetilando a xantina. 
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A  antipirina  e  os  seus  4‐aminoderivados  (Figura  5.1)  são  pirazolonas                     






Os  derivados  de  pirazolona  antipirina  (1)  e  4‐(N,N‐dimetil)‐aminoantipirina 
(aminopirina;  4)  têm  sido  usados  como  fármacos  analgésicos,  antipiréticos  e  anti‐
inflamatórios  desde  finais  do  século  XIX  [1].  Estes  compostos  são  inibidores  potentes  de 
isoenzimas da ciclooxigenase e da  síntese de  tromboxano de plaquetas e de prostanóides 
[1]. A  actividade biológica destes  compostos  tem  sido  também  atribuída  à  sua actividade 
captora de espécies reactivas de oxigénio  (ROS) e de azoto  (RNS), bem como à  inibição da 
explosão oxidativa pelos neutrófilos. De facto, a aminopirina e a dipirona (forma hidrolisada 
da  4‐(N‐metil)‐aminoantipirina)  demonstraram  ser  captores  altamente  eficazes  das  ROS 
radical  hidroxilo  (HO•)  [1],  ácido  hipocloroso  (HOCl)  [1‐3],  radical  peroxilo  (ROO•)  [1]  e 
oxigénio  singleto  (1O2)  [4] e das RNS óxido nítrico  (
•NO) e peroxinitrito  (ONOO−)  [5], bem 
como  impedir  eficazmente  a  explosão  oxidativa  pelos  neutrófilos  induzida  por  forbol‐12‐
miristato‐13‐acetato  [1]. Estas duas pirazolonas  foram  ineficazes na  captura de H2O2 e do 
radical anião O2
•−  [1]. Por outro  lado, a antipirina mostrou  ter uma eficiência  residual ou 
inexistente na captura das ROS e RNS acima mencionadas [1, 4, 5]. 
Apesar dos  seus benefícios  terapêuticos  reconhecidos, a utilização de pirazolonas 





salientar  que  foi  já  referida  a  oxidação  da  aminopirina  por HOCl  gerado  por  neutrófilos, 
levando  à  formação de um  radical  catião  azul  ao qual  tem  sido  atribuída  a  toxicidade da 
medula óssea potencialmente fatal que conduz à agranulocitose [2, 3]. A partir dos estudos 
até  agora  efectuados,  tem  sido  proposto  que  a  oxidação  por HOCl  da  aminopirina  a  um 
radical catião, envolve uma N‐cloração seguida pela perda de um radical cloro [3]. Um outro 
mecanismo  possível  é  a  formação  de  um  dicatião  pela  perda  de  ião  cloreto  da                        
N‐cloroaminopirina [6]. Tendo em conta a elevada reactividade da aminopirina com outras 
ROS para além do HOCl, bem como com RNS, pode admitir‐se que intermediários reactivos 
potencialmente  lesivos  possam  também  resultar  da  acção  de  captura  da  aminopirina. 
Contudo, os mecanismos reaccionais de pirazolonas com outras ROS e RNS continuam por 












Com  este  objectivo,  estudaram‐se  as  reacções  da  4‐aminoantipirina  e  seus 
derivados metilados  com  o  radical HO•,  como modelo  da  capacidade  antioxidante  contra 
espécies  reactivas  de  oxigénio  (ROS),  através  da  análise  dos  produtos  reaccionais. Neste 
contexto,  sintetizou‐se a 4‐(N‐metil)‐aminoantipirina  (3) utilizada como padrão  (ver 3.2.2), 
uma vez que não se encontra disponível comercialmente.   
Dada a elevada  fotossensibilidade desta  família de  compostos, o  radical HO• não 
pode  ser  gerado  fotoliticamente,  quer  a  partir  de  H2O2  quer  a  partir  de  N‐óxido  de                 









4‐aminoantipirina  (2)  com  o  radical  HO•  efectuaram‐se  em  solução  aquosa  a  diferentes 
valores de pH.  
Apesar da elevada fotodegradação destes compostos sob radiação UV, testou‐se a 




uma  grande  vantagem  na  irradiação  de  soluções  com  substratos  fotodegradáveis. Assim, 
irradiou‐se uma solução  tamponizada a pH 7 do composto 4 1 mM com 4‐SPyNO 0,1 mM 
durante  1  minuto  e  a  2,5  cm  da  lâmpada  de  UV  (distância  mínima  permitida).  Nesta 
experiência  utilizou‐se  4‐SPyNO  numa  concentração  10  vezes  inferior  à  de  4  de  forma  a 
minimizar a probabilidade da reacção directa do radical   HO• com o seu próprio precursor. 
No entanto, mesmo nestas condições, não foi possível observar nenhum produto de reacção 
de  4  com  o  radical  HO•.  Apenas  foram  detectados  os  respectivos  produtos  de 
fotodegradação  de  4  e  de  4‐SPyNO.  Face  à  impossibilidade  de  estudar  a  reacção  dos 
derivados  da  aminoantipirina  com  o  radical  HO•  por  métodos  fotolíticos,  recorreu‐se  à 
reacção  de  Fenton.  Trata‐se  de  um  processo  químico  que,  embora  evite  o  problema  das 













Figura  5.2  –  Cromatogramas  HPLC  (sistema  Thermo  Finnigan)  com  detecção  óptica  das misturas 
reaccionais  de  4  (a),  3  (b)  e  2  (c)  com  o  radical HO•  a  pH  7;  condições  experimentais:  substrato          
10 mM, H2O2 10 mM, Fe




valor  de  pH  de  1  para  7  na  mistura  reaccional  não  alterou  significativamente  o  perfil 
cromatográfico (Figura 5.3). A diferença mais notória é que a pH 1 (solução aquosa 0,1 N em 
HCl) os produtos 2 e 3 se formaram após um tempo de reacção mais  longo do que a pH 7. 
Este  resultado pode explicar‐se  com base no  grau de protonação da molécula:  a pH 1, o 
grupo amino exocíclico encontra‐se protonado (pKa = 5,0) [7], o que dificultará a ocorrência 
de oxidação nesta parte da molécula. 
Os  compostos  2  e  3  foram  identificados  como  4‐aminoantipirina  e  4‐(N‐metil)‐
aminoantipirina,  respectivamente,  com  base  nos  espectros  de  UV,  indistinguíveis  dos 
obtidos com os respectivos padrões, bem como pelos tempos de retenção idênticos aos dos 
padrões,  comercialmente  disponíveis  ou  sintetizados,  registados  nas mesmas  condições. 
Devido  à  má  resolução  cromatográfica  do  pico  correspondente  ao  composto  2  e  à 




















247  no  espectro  de  TOF‐MS(EI)  e  o  composto  A  um  ião  pseudo‐molecular  a m/z  =  246 
quando  analisado  por  MS(ESI‐)  (ver  espectros,  Apêndice  B).  Estes  resultados  são 












correspondente  aos  protões  alifáticos, mas  sinais muito  distintos  na  região  dos  protões 





































































formação de produtos de hidroxilação  (na  Figura 5.6  apresenta‐se o  caso do  composto 4 
5. Degradação radicalar de derivados da antipirina 
135 











Em  resumo,  estes  resultados  indicam  que  a  reacção mais  favorável  entre  4  e  o 
radical HO• é a hidroxilação no anel aromático. É também evidente que 4 sofre desmetilação 
para dar 3, que é posteriormente desmetilado originando 2. O facto de 2 ser detectado por 
















Apesar  de  se  terem  isolado  e  caracterizado  apenas  os  produtos  principais  de 
hidroxilação  do  composto  4,  esta  via  reaccional  é  comum  aos  próprios  produtos  de 
desmetilação 2 e 3. Assim, é possível a partir do reagente inicial a ocorrência cumulativa de 
reacções  de  desmetilação  e  hidroxilação. Nos  cromatogramas  da  Figura  5.2,  alguns  picos 
podem ser atribuídos à hidroxilação dos respectivos produtos de desmetilação. Na Figura 5.7 
apresentam‐se  os  cromatogramas  das  misturas  reaccionais  com  detecção  específica  de 
massa  ([M+H]+)  correspondente  aos  produtos  de  hidroxilação  no  anel  benzénico  dos 
substratos 2 (m/z = 220, Figura 5.7a) e 3 (m/z = 234, Figura 5.7c).  
Como  se  pode  observar,  após  a  reacção  de  4  com  o  radical  HO•,  detecta‐se  a 
formação de A', B' e C', o que demonstra a ocorrência cumulativa de hidroxilação no anel 
aromático e de desmetilação  (Figura 5.7e) e a  formação de A'', B'' e C'', correspondente à 
ocorrência  de  hidroxilação  no  anel  aromático  e  de  dupla  desmetilação  (Figura  5.7d).  De 
modo análogo, da reacção do substrato 3 com o radical HO• também se formam os produtos 
A'', B'' e C'', resultantes de desmetilação e hidroxilação (Figura 5.7b). 










à  ligação  dupla  do  anel  heterocíclico.  Este  resultado  é  comum  aos  três  compostos 
estudados.  Para  além da  proposta  decorrente  das  estruturas  apresentadas  na  Figura  5.9, 
existe uma outra possibilidade de aumento de 34 unidades de massa que é uma hidroxilação 
por adição à ligação dupla do anel heterocíclico e uma hidroxilação num grupo metilo. Esta 



















Uma  outra  situação  de  di‐hidroxilação  leva  à  ocorrência  de  produtos  com  um 
aumento  de  32  unidades  de massa  em  relação  ao  composto  de  partida. Na  Figura  5.10 
ilustra‐se este  tipo de  resultado para o  caso do  composto 4. Como  sugerido na estrutura 
inserida  nesta  Figura,  a  di‐hidroxilação  pode  ocorrer  no  anel  aromático.  No  entanto,  o 













Os dois  tipos de  reacção  acima  referidos – desmetilação e hidroxilação – podem 
ocorrer  cumulativamente  como  já  discutido.  Também  no  caso  de  alguns  produtos  de  di‐
hidroxilação foi possível identificar a sua formação a partir de substratos iniciais diferentes, o 
que  implica a ocorrência cumulativa de pelo menos uma  reacção de desmetilação. De um 









Figura  5.10  –  Cromatogramas HPLC  (sistema  Thermo  Finnigan)  com  detecção mássica  da mistura 














de  compostos  análogos  através  de  processos  de  oxidação  avançados  [9]  identificou‐se  o 
mesmo tipo de produto final estável. 
Além  disso,  o  produto  derivado  do  composto  3  observou‐se  também  quando  se 
oxidou o  composto 4  com o  radical HO•  (ver Figura 5.11c). Este  resultado vem  reforçar a 

























Estudou‐se  igualmente  a  reacção  da  antipirina  (1)  com  o  radical  HO•,  por  ser  o 
composto com a estrutura base dos  substratos até aqui  referidos.  Identificaram‐se quatro 
produtos com aumento de massa de 16 unidades, correspondentes a uma hidroxilação no 
anel benzénico ou na  ligação dupla do anel heterocíclico  (ver  Figura 5.12). Em  termos de 
tempo de reacção, a formação de produtos de oxidação do composto 1 pelo radical hidroxilo 
foi muito mais  lenta  que  os  seus  4‐amino  derivados,  o  que  está  de  acordo  com  a maior 
actividade antioxidante destes [1]. 




derivados da antipirina com o  radical hidroxilo, por comparação de  tempos de  retenção e 










































envolve  a  adição  do  radical  hidroxilo  com  formação  de  um  radical  di‐hidroxiciclo‐
hexadienilo,  que  após  oxidação  conduz  à  obtenção  de  produtos  fenólicos  [13,  14].  Esta 










A  oxidação monoelectrónica  do  substrato  inicial  proposta  no mecanismo  acima 
descrito foi confirmada por espectroscopia de ressonância paramagnética electrónica (RPE). 
Obteve‐se um espectro de RPE por reacção do composto 4 com o radical hidroxilo 
(sistema  de  Fenton)  em  solução  aquosa,  que  se  apresenta  na  Figura  5.13.  A  espécie 
detectada é atribuída ao radical catião centrado no átomo de azoto do grupo 4‐dimetilamino 
[10, 11, 19]. Este espectro é  idêntico ao que  se obtém quando  se efectua a  reacção  com 
outras  espécies  oxidantes  (S2O8
2−,  SO4
•−,  I2). O  tempo  de  vida  deste  radical  catião  (vários 
minutos) é suficientemente  longo para que possa ser detectado  introduzindo uma alíquota 

























espectro  pode  simplificar‐se  se  as  constantes  de  acoplamento  forem  indetectáveis  por 
serem inferiores à largura de risca.  









































N4  com  formação dos produtos  2  e  3, o que pressupõe  a  formação de um  radical  catião 














com  o  radical  anião  SO4

































de  1  com  os  radicais HO•  e  SO4
•−.  Condições  experimentais:  (a)  substrato  10 mM, H2O2  10 mM, 
FeIIEDTA  2 mM,  ácido  ascórbico  1 mM,  pH  7  (tampão  fostatos  5 mM),  tempo  de  reacção  2h  (b) 
substrato  10 mM,  K2S2O8  50 mM,  Fe














–  que  leva  à  formação  de  4‐(N‐metil)‐aminoantipirina  (3),  que  sofre nova  desmetilação  a     
4‐aminoantipirina  (2).  Esta  reacção  ocorre  também  quando  se  utiliza  como  oxidante  o 
radical anião SO4
•−. 
A  importância patofisiológica dos produtos  reaccionais  formados e  seus possíveis 
intermediários  reactivos  não  foi  até  agora  discutida  e  avaliada,  embora  estes  resultados 
possam  trazer  uma  mais  valia  à  informação  sobre  a  eventual  reactividade  in  vivo  das 
pirazolonas estudadas com o  radical HO•. Assim, na ocorrência de processos  inflamatórios 





de hidroxilação, uma  vez que a  sua ocorrência  sequencial poderá  configurar uma  cascata 
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propriedades  antioxidantes  que  podem  prevenir  ou  retardar  processos  oxidativos  in  vitro 
e/ou  in  vivo,  em  particular  doenças  cardíacas  coronárias,  cancro  e  inflamação  [1].  A 
actividade  antioxidante  dos  ácidos  hidroxicinâmicos  tem  sido  relacionada  com  a  sua 
capacidade  doadora  de  electrão  ou  de  hidrogénio,  e  respectiva  estabilização  do  radical 
fenoxilo  resultante  [2].  Essa  actividade  é  potenciada  para  compostos  com  uma  estrutura 
catecólica, como no  caso do ácido  cafeico  (ácido 3,4‐di‐hidroxicinâmico)  [3‐5]. O papel da 
cadeia etilénica na actividade captora de radicais tem levantado alguma controvérsia. Alguns 
estudos  atribuem‐lhe  importância pelo  facto de  contribuir  para  a  estabilização  do  radical 
fenoxilo [6, 7], enquanto que outros não a relacionam com a eficácia antioxidante [8‐10]. 
Embora  existam muitos  resultados  de  estudos  da  actividade  antioxidante  destes 
compostos, em particular no que respeita ao teste da sua capacidade captora de radicais por 
métodos  tradicionalmente  utilizados  para  este  fim  (ver  2.7.3)  [11‐15],  não  estão  ainda 
completamente esclarecidos os mecanismos reaccionais de oxidação radicalar dos próprios 
antioxidantes, em particular a caracterização dos  radicais  transientes e a  identificação dos 
produtos finais estáveis. 
Neste  trabalho,  estudaram‐se  algumas  reacções  de  ácido  cinâmico  e  derivados 
hidroxilados  (Figura 6.1)  com  radicais oxidantes  com o objectivo de propor os  respectivos 
mecanismos com base na identificação da estrutura dos produtos finais.  
Complementou‐se este estudo com a avaliação do efeito protector relativo de três 























respectivamente.  Esta  identificação  baseou‐se  na  comparação  dos  tempos  de  retenção  e 
espectros de UV de padrões. A  formação de 2 e 4  com um  rendimento  superior ao de 3 
reflecte o efeito orto/para director da cadeia vinílica exocíclica em  relação a uma  reacção 
com uma espécie electrofílica como o radical hidroxilo. 
De  modo  análogo,  verificou‐se  a  ocorrência  de  hidroxilação  quando  se  usaram 
como substratos os ácidos cumáricos, com formação de compostos di‐hidroxilados no anel 
benzénico.  No  caso  do  composto  2,  identificou‐se  a  formação  do  ácido  2,4‐di‐
hidroxicinâmico (composto 6), e de um outro produto (composto 7) cujo tempo de retenção 
e espectro de UV são compatíveis com uma estrutura di‐hidroxilada no anel benzénico, não 
tendo  contudo  sido  possível  identificar  a  posição  de  hidroxilação  pela  inexistência  de 
padrão. A reacção do composto 3 conduziu à formação de ácido cafeico (composto 5) e do 
produto 7. Este produto, tendo‐se formado a partir quer do ácido orto‐ quer do ácido meta‐
cumárico,  será  necessariamente  o  ácido  2,3‐  ou  2,5‐di‐hidroxicinâmico.  Finalmente,  por 
reacção  do  composto  4  com  o  radical  hidroxilo  obteve‐se  também  o  ácido  cafeico  e  o 
composto 6. No Esquema 6.1 propõe‐se um mecanismo para estas reacções de hidroxilação. 
Para  uma melhor  caracterização  dos  produtos  formados  na  reacção  dos  ácidos 
cinâmicos  com  o  radical  hidroxilo,  fizeram‐se  análises  por  GC‐MS  das mesmas  soluções 
6. Reacção de derivados do ácido cinâmico com radicais oxidantes  
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(Figura  6.3),  identificaram‐se  dois  produtos  principais  (A1  e  B1)  compatíveis  com 
hidroxilação em C(2) e C(3) da cadeia lateral. Esta reacção é comum a todos os derivados do 





Esquema  6.2  –  Mecanismo  geral  de  hidroxilação  por  adição  à  ligação  C=C  exocíclica  de  ácidos 
cinâmicos com formação dos produtos A e B. 
 
Nas  soluções  irradiadas dos ácidos  cumáricos e  cafeico  identificaram‐se produtos 
compatíveis com hidroxilação exocíclica e perda de um átomo de carbono  (produtos C2 a 
C5).  No  Esquema  6.3  propõe‐se  um  mecanismo  para  a  formação  destes  compostos 
(derivados  do  fenilacetaldeído,  hidroxilados  no  anel  benzénico).  Estes  compostos  foram 








Esquema  6.3  –  Mecanismo  geral  de  hidroxilação  por  adição  à  ligação  C=C  exocíclica  de  ácidos 
cinâmicos seguida de descarboxilação com formação dos produtos C. 
 
Nas  mesmas  misturas  reaccionais  observou‐se  também  a  formação  de  poli‐
hidroxibenzenos  (compostos D). No Esquema 6.4 propõe‐se a  formação destes compostos 
por substituição ipso nos derivados do ácido 3‐fenil‐láctico (compostos A2 a A5), reacção em 
que  se  forma  também  ácido  láctico  como  produto  final,  o  que  se  verifica  em  todas  as 

























na  oxidação  dos  ácidos  cinâmicos  pelo  radical  hidroxilo  (formação  de  derivados  do 
fenilacetaldeído, produtos C, Esquema 6.3) levou a admitir uma reacção de descarboxilação 





















Na  reacção  de  ácidos  cinâmicos  com  o  radical  hidroxilo  (ver  6.2)  observou‐se  a 
formação de derivados de  fenilacetaldeído,  tendo‐se proposto para  tal um mecanismo de 
oxidação  do  respectivo  radical  precursor  (Esquema  6.3).  Este,  por  redução,  dá  origem  ao 
ácido 3‐fenil‐láctico e  seus derivados hidroxilados. Assim, é de admitir que a oxidação do 


























com o  radical hidroxilo. Os  resultados apresentados na  Figura 6.10  comprovam que, para 
além  de  produtos  de  hidroxilação  no  anel  (identificados  no  caso  do  ácido  cinâmico),  se 
















A  formação de ácido 3‐fenil‐láctico  a partir do  ácido  cinâmico observa‐se  apenas 
por reacção com o radical hidroxilo gerado por via radiolítica. Em todos os outros sistemas, 






















o  que  é  compatível  com  as  respectivas  constantes  de  velocidade  da mesma  ordem  de 
grandeza obtidas por radiólise pulsada apresentadas na Tabela 6.1. 
Os  resultados  apresentados  na  Figura  6.11 mostram  que  ao  fim  de  20 min  de 
reacção a adenina se consumiu em cerca de 90%. Afim de avaliar o eventual efeito protector 
dos ácidos cinâmicos sobre a degradação da adenina pelo radical hidroxilo, submeteram‐se à 
reacção  de  Fenton  misturas  binárias  equimolares  de  adenina  e  de  cada  um  dos  três 





















Figura 6.11 – Dependência da  concentração da adenina e de  três ácidos  cinâmicos em  função do 













degradação  oxidativa  da  adenina  (Ade)  pelo  radical  HO•,  seguido  por  HPLC  (sistema  Waters). 






cinética,  a  degradação  da  adenina  fosse  cerca  de metade  da  que  ocorre  na  ausência  de 
antioxidante. O resultado obtido mostra que, para além de um efeito de captura do radical 
hidroxilo, os antioxidantes têm ainda um efeito reparador sobre a(s) espécie(s) resultante(s) 












Como é  conhecido da  literatura  [11, 33‐38], o ácido  cafeico  tem uma  capacidade 
antioxidante  superior  aos  ácidos  cinâmico  e  cumáricos.  Este  resultado  observa‐se 





se  verificou  e  discutiu  atrás  (ver  6.2),  da  reacção  directa  destes  com  o  radical  hidroxilo 
formam‐se  produtos  de  hidroxilação  no  anel  benzénico,  que  possuem  maior  poder 
antioxidante. Deste modo, a formação desses produtos justifica por um lado o acréscimo da 







da  hidroxilação  da  cadeia  exocíclica  em  C(2)  e  C(3),  os  ácidos  3‐fenil‐lácticos  e  3‐fenil‐3‐
hidroxipropiónicos respectivamente. Além destes,  identifica‐se um outro  tipo de produtos, 
os  fenilacetaldeídos,  que  resultam  da  adição  do  radical  hidroxilo  em  C(2)  seguida  de 
descarboxilação.  No  caso  do  ácido  cinâmico,  o  fenilacetaldeído  forma‐se  também  após  
oxidação por transferência de electrão com o radical anião sulfato. 
Os resultados obtidos mostram que, para além dos novos produtos caracterizados, 
existem  outros  produtos  ainda  por  identificar,  o  que  justifica  o  interesse  em  continuar  a 
estudar  estes  sistemas  com  vista  a  uma melhor  caracterização  dos mecanismos  da  sua 
actuação  como  antioxidantes,  tanto mais que eles  se  revelaram eficazes na protecção de 
alvos  biológicos  (por  exemplo  a  adenina)  contra  o  stress  oxidativo.  Em  particular,  será 
interessante  estudar  o  efeito  da  composição  do  meio  reaccional  no  rendimento  dos 
produtos  formados,  a  utilização  de  derivados  substituídos  em  posições  estratégicas  e  o 
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Apêndice A 
Caracterização da 4‐(N‐metil)‐aminoantipirina 
 
 
 
Figura A1 – Espectro 1H NMR da 4‐(N‐metil)‐aminoantipirina (composto 3) em CDCl3. 
 
 
 
Figura A2 – Espectro 13C NMR da 4‐(N‐metil)‐aminoantipirina (composto 3) em CDCl3. 
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Figura A3 – Espectro HMBC da 4‐(N‐metil)‐aminoantipirina (composto 3) em CDCl3. 
 
 
Figura A4 – Espectro HMQC da 4‐(N‐metil)‐aminoantipirina (composto 3) em CDCl3. 
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Figura A5 – Espectro de massa da 4‐(N‐metil)‐aminoantipirina (composto 3) obtido por GC‐MS (EI). 
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Apêndice B 
Espectros de massa dos produtos de hidroxilação no anel da  
4‐(N,N‐dimetil)‐aminoantipirina 
 
 
Figura B1 – Espectro de massa da p‐hidroxi‐4‐(N,N‐dimetil)‐aminoantipirina  (produto A) obtido por 
injecção directa (ESI‐). 
 
 
 
Figura B2 – Espectro de massa da o‐hidroxi‐4‐(N,N‐dimetil)‐aminoantipirina  (produto B) obtido por 
TOF‐MS (EI). 
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Figura B3 – Espectro de massa da m‐hidroxi‐4‐(N,N‐dimetil)‐aminoantipirina (produto C) obtido por 
TOF‐MS (EI). 
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Apêndice C 
Espectros de massa dos principais produtos de oxidação de  
ácidos cinâmicos por via radiolítica 
 
 
 
Figura C1 – Espectro de massa do produto A1 (EI). 
 
 
Figura C2 – Espectro de massa do produto B1 (EI). 
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Figura C3 – Espectro de massa do produto C1 (EI). 
 
 
Figura C4 – Espectro de massa do produto 2 (EI). 
 
 
Figura C5 – Espectro de massa do produto 3 (EI). 
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Figura C6 – Espectro de massa do produto 4 (EI). 
 
 
Figura C7 – Espectro de massa do produto A2 (EI). 
 
 
Figura C8 – Espectro de massa do produto B2 (EI). 
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Figura C9 – Espectro de massa do produto C2 (EI). 
 
 
Figura C10 – Espectro de massa do produto D2 (EI). 
 
 
Figura C11 – Espectro de massa do produto 6 (EI). 
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Figura C12 – Espectro de massa dos produtos A3 ou B3 (EI). 
 
 
 
Figura C13 – Espectro de massa do produto C3 (EI). 
 
 
 
Figura C14 – Espectro de massa do produto D3 (EI). 
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Figura C15 – Espectro de massa do produto A4 (EI). 
 
 
 
Figura C16 – Espectro de massa do produto B4 (EI). 
 
 
 
Figura C17 – Espectro de massa do produto C4 (EI). 
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Figura C18 – Espectro de massa do produto D4 (EI). 
 
 
 
Figura C19 – Espectro de massa do produto E4 (EI). 
 
 
 
Figura C20 – Espectro de massa do produto 5 (EI). 
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Figura C21 – Espectro de massa dos produtos A5 ou B5 (EI). 
 
 
 
Figura C22 – Espectro de massa do produto C5 (EI). 
 
 
 
Figura C23 – Espectro de massa do produto D5 (EI). 
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Figura C24 – Espectro de massa do produto E5 (EI). 
 
 
 
 
 
